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ES 2565 185713

DESCRIPCION
Métodos de generacion y de uso del procolageno

La presente divulgacion, en algunas formas de realizacion de la misma, se refiere a composiciones que comprenden
procolageno y a los usos de las mismas para promover la curaciéon de heridas, el tratamiento de la fibrosis y la
promocion de la angiogénesis.

La rapida respuesta del cuerpo de un mamifero para iniciar la respuesta de curacién para impedir una hemorragia y
una infeccion potencialmente mortal ha evolucionado para garantizar la supervivencia, a menudo a expensas de la
regeneracion eficaz del tejido lesionado. El proceso de curacion de heridas implica diferentes etapas, siendo algunas
secuenciales mientras que ofras son simultaneas. Sin embargo, todas las etapas estan cuidadosamente
organizadas en el sitio del tejido dafiado para regenerar un tejido con una funcionalidad normal. La secuencia de
acontecimientos implica la coagulacion, la inflamacion, la deposicion de tejido (migracion y proliferacion) y finalmente
el remodelado del tejido.

En el momento de la lesion del tejido se libera sangre desde los vasos sanguineos dafiados que da lugar a la
formacién de una malla de fibra de fibrina con plaquetas atrapadas en ella. La malla funciona como un soporte para
que las células reclutadas migren hacia ella y a lo largo de la misma. Las plaquetas activadas se desgranulan y
liberan agentes quimiotacticos que incluyen citocinas y factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento
transformante 31 (TGF-f1), dando como resultado un reclutamiento de fibroblastos y de queratinocitos. Varios dias
después de la lesion, los fibroblastos comienzan a sustituir el tejido lesionado mediante la deposicion de nuevas
matrices de colageno. Las fibras de colageno aumentan gradualmente en espesor y se alinean a lo largo de la linea
de estrés de la herida. En la formacién normal de cicatrices, las fibras de colageno normalmente se alinean en
paralelo a la epidermis. Este tejido de granulacion recién formado se organiza y se contrae finalmente en una
estructura mas densa por parte de los miofibroblastos.

Habitualmente, las cicatrices se forman como resultado de la progresion normal de la respuesta de curacion de
heridas y estan formadas por tejido conectivo depositado durante el proceso de curacion. La mayoria de las
cicatrices muestran un cierto grado de organizacion anormal (como se observa en las cicatrices de la piel) y
cantidades de tejido conectivo (como se observa en las cicatrices del sistema nervioso central). Sin embargo, las
alteraciones en la cascada de produccioén de tejido normal dan como resultado una curacion de heridas inferior a la
optima con un excesivo depdsito de tejido cicatrizado, dando como resultado la formaciéon de un queloide y de una
cicatriz hipertréfica, también denominada fibrosis. Las cicatrices hipertroficas se caracterizan por una excesiva
deposicion de colageno, una alteracion en el remodelado y la contraccion del colageno, y difieren de las cicatrices
queloides en que estan definidas dentro de los limites del sitio de la herida.

El factor de crecimiento transformante 31 (TGF-1) juega un importante papel en estos procesos de curacion, y se
ha notificado que media en la transicién de los fibroblastos en miofibroblastos. Este subtipo de fibroblasto se
caracteriza por una expresion de la actina de musculo liso a (a-SMA) y esta implicado en la contraccion de la herida.
El TGF-B1 induce la deposicion de colageno mediante una regulacion por aumento tanto de la estabilidad como de
la expresion del ARNm del procolageno. Ademas, reduce las tasas de degradacion del colageno mediante la
inhibicién de la expresion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) induciendo la expresion de los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas (TIMP).

Aparte del equilibrio MMP / TIPMP, la accesibilidad de una molécula de colageno a dicha actividad enzimatica
también es un factor clave en la determinacion de las tasas de degradacion del colageno. Esta accesibilidad viene
determinada principalmente por el estado organizativo del colageno (monémeros helicoidales frente a mondémeros
organizados en fibrillas) y por el grado de reticulacion entre las hélices triples del colageno.

Los colagenos de los tipos | y lll son colagenos formadores de fibrillas, que constituyen el cuerpo de la matriz
dérmica extracelular. El colageno es sintetizado en forma de un precursor de procolageno, en el que tres
polipéptidos de colageno se enrollan de entre si, formando la hélice triple. Estas hélices son posteriormente unidas
entre si en la etapa final de la biosintesis de las fibrillas de colageno. El procolageno de tipo | consiste en dos
cadenas de colageno alfa 1 y una Unica cadena alfa 2. El de tipo 1l esta formado por tres cadenas alfa 1.

En todas las moléculas de colageno fibrilares, las tres cadenas de polipéptido se construyen a partir de un triplete
repetitivo de Gly-X-Y, en el que X e Y puede ser cualquier aminoacido, pero frecuentemente son los aminoacidos
prolina e hidroxiprolina. Una caracteristica importante de los colagenos formadores de fibrillas es que son
sintetizados en forma de procolagenos precursores que contienen propéptidos globulares de extension N y C-
terminales.

Cada molécula de procolageno se ensambla en el reticulo endoplasmatico rugoso a partir de sus tres cadenas
polipéptidicas constituyentes. A medida que la cadena polipeptidica se transloca co-translacionalmente a través de
la membrana del reticulo endoplasmatico, se produce la hidroxilacion de los residuos de prolina y de lisina en la
region de la repeticion Gly-X-Y. Una vez que la cadena polipeptidica esta totalmente translocada en la luz del
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reticulo endoplasmatico, las tres cadenas pro-alfa se asocian a través de sus propéptidos C para formar una
molécula trimérica que permite que la region de la repeticion Gly-X-Y forme un punto de nucleaciéon en su extremo
C-terminal, garantizando la correcta alineacion de las cadenas. Después, la region Gly-X-Y se pliega en una
direcciéon desde C- hacia -N para formar una hélice triple.

Los propéptidos C, y en menor grado los propéptidos N, mantienen la solubilidad del procolageno durante su paso
hacia fuera de la célula [Bulleid et al., Biochem Soc Trans. 2000; 28 (4): 350 - 3]. Después o durante la secrecion de
las moléculas de procolageno en la matriz extracelular, los propéptidos son normalmente escindidos por las
proteinasas N y C del procolageno, desencadenando asi un autoensamblaje espontaneo de las moléculas de
colageno en fibrillas [Hulmes, 2002 J Struct Biol. 137 (1 - 2): 2 - 10].

La eliminacion de los propéptidos por parte de las proteinasas N y C del procolageno reduce drasticamente la
solubilidad del procolageno, y es necesario iniciar el autoensamblaje del colageno en fibras a 37 °C. Para este
proceso de ensamblaje son cruciales los péptidos cortos no triple-helicoidales denominados telopéptidos, que son
los restos de los propéptidos N y C-terminales después de la digestion con las proteinasas N/C. Estos péptidos
actlan para asegurar un correcto registro covalente de las moléculas colageno en la estructura de la fibrilla a través
de sus aldehidos reticulables mediante una reduccion de la concentracion critica necesaria para el autoensamblaje
(Bulleid et al., 2000, supra).

Hasta la fecha, el colageno derivado de animales es la principal fuente de colageno para aplicaciones médicas. El
colageno purificado a partir de animales es totalmente procesado que contiene telopéptidos reticulados que lo hacen
muy insoluble. Las solubilizacion del colageno purificado a partir de animales normalmente se lleva a cabo mediante
el uso de un método de extraccidon que implica la eliminacion proteolitica de la regién del telopéptido con enzimas
proteoliticas tales como la tripsina, produciendo un atelocolageno que puede solubilizarse (véanse las Patentes de
EE.UU. n° 3.934.852; 3.121.049; 3.131.130; 3.314.861; 3.530.037; 3.949.073; 4.233.360 y 4.488.911 para consultar
los métodos generales de preparacion de colageno soluble purificado). El atelocolageno experimenta una
fibrilogénesis en condiciones fisiolégicas, para formar fibras. Dichas fibras son unas estructuras relativamente
estables, resistentes a la proteolisis por parte de las MMP. Sin embargo, estas fibras carecen de los dominios
moleculares que se encuentran en el procolageno, esenciales para los procesos naturales de curacion de heridas y
para la formacién natural de las estructuras de colageno.

Como se ha mencionado, las alteraciones en la cascada normal de produccién de tejido durante el proceso de
curacion de heridas pueden dar lugar a una excesiva deposicion de tejido cicatricial, dando como resultado una
fibrosis.

La Patente de EE.UU. n° 6.448.278 y las referencias de la misma describen inhibidores especificos de la C-
proteinasa de procolageno (PCP) para el tratamiento de diversas afecciones médicas relacionadas con una
produccion no regulada del colageno, incluyendo una fibrosis o cicatrizacion patoldgica.

Zhang Y et al., 1999, 13 (1): 51 - 4 ensefian la estimulacion directa de la expresion del gen del procolageno | (alfa 1)
mediante la administracién del factor de curacion de heridas derivado de plaquetas (PDWHF).

Saggers, et al., [Wounds 13 (2): 66 - 71, 2001] informaron de que un colageno soluble en acido aislado a partir de
los tendones de la cola de rata inhibe la expresion del ARNm del procolageno de los tipos | y Il en los fibroblastos
dérmicos humanos que crecen en placas recubiertas con colageno. El esteroide anabolico oxandrolona,
antagonizaba dicha inhibicion del sustrato del colageno de la expresion del ARNm del procolageno. Estos hallazgos
sugieren que la oxandrolona puede potenciar directamente la curacion de heridas mediante un aumento en la
expresion del ARNm del procolageno en los fibroblastos asociados a una matriz de colageno de una forma analoga
a la curacion de una herida.

Las Solicitudes de Patente de EE.UU. n°® 20030199441 y 20050282737 ensefian medicamentos para el tratamiento o
la prevencién de enfermedades fibréticas. Describen la aplicacion de un (poli) péptido con actividad antifibrética, que
comprende al menos un propéptido de procolageno (lll) N-terminal y un propéptido de un procolageno (lll) C-
terminal, o un fragmento del (poli) péptido.

El documento WO 9708311 desvela moléculas que comprenden al menos una primera fraccion que tiene la
actividad de un propéptido C del procolageno y una segunda fraccion seleccionada de entre una cualquiera del
grupo de una cadena colageno de alfa foranea y materiales no colagenos, estando la primera fraccion unida a la
segunda fraccion. También se divulgan moléculas de colageno, fibrillas y fibras que comprenden una combinacién
no natural de cadenas de colageno alfa, el ADN que codifica para las mismas, los hospedadores de expresion
transformados o transfectados con las mismas, los animales transgénicos y los métodos para la producciéon de un
colageno no natural.

El documento US 2003199441 concierne a un medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de enfermedades

fibréticas que contiene una sustancia antifibrética que es un (poli) péptido que tiene actividad antifibrética y que
comprende al menos uno de un propéptido de un procolageno (lll) N-terminal y un propéptido de un procolageno (l11)
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C-terminal, o un fragmento del (poli) péptido definido que tiene actividad antifibrética o un derivado del (poli) péptido
que tiene actividad antifibrotica. La sustancia antifibrética se combina con un portador o un diluyente
farmacéuticamente tolerable.

El documento US 2007031478 se refiere a una cadena pro-alfa modificada que comprende un dominio formador de
hélice triple unido a al menos un dominio N-terminal, conteniendo el dominio N-terminal un polipéptido de al menos
parte de una glucoproteina de laminina o de un inhibidor de la proteasa de leucocitos de secrecion. La cadena pro-
alfa puede formar parte de una molécula de procolageno que conserva el dominio N-terminal. Las moléculas de
procolageno pueden estar incorporadas en polimeros, matrices y geles de colageno, y usarse para aplicaciones
tales como la curacion de heridas.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a procolageno humano para su uso en la promocién de la curacion de heridas, en el
que dicho procolageno comprende:

(i) dos cadenas de colageno de tipo | a1 que tienen cada una, una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 1; y
(ii) una cadena de colageno de tipo | a2 que tiene una secuencia segun se establece en el acceso SEQ ID N°: 2.

La presente invencion también se refiere a un articulo de fabricacién que comprende un material de envasado que
contiene como principios activos procolageno humano y un agente para la promocion de la curacion de heridas, en
el que dicho procolageno comprende:

(i) dos cadenas de colageno de tipo | a1 que tienen cada una, una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 1; y
(ii) una cadena de colageno de tipo | a2 que tiene una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 2.

Preferiblemente, el material de envasado comprende al menos dos recipientes individuales que contienen por
separado dicho procolageno humano y dicho agente para la promocion de la curacion de heridas. Preferiblemente la
presente invencién comprende adicionalmente instrucciones para su uso en la promocion de la curacion de heridas.

Preferiblemente, el procolageno se produce en células vegetales.
Preferiblemente dicho procolageno es degradable por una colagenasa.

Preferiblemente, la herida esta relacionada con una afeccion fibrética seleccionada de entre el grupo que consiste en
esclerodermia sistémica o localizada, fibrosis hepatica, cirrosis alcohdlica, cirrosis biliar, hepatitis, enfermedad
venoclusiva, fibrosis intersticial idiopatica, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar
aguda, sindrome de distrés respiratorio agudo, fibrosis perimuscular, fibrosis pericentral, dermatofibroma, fibrosis
renal, nefropatia diabética, glomerulonefritis, queloides, cicatrices hipertréficas, adherencias en las articulaciones,
artrosis, mielofibrosis, cicatrices corneales, fibrosis quistica, fibrosis muscular, distrofia muscular de Duchenne,
estenosis esofagica, cicatrices retroabdominales, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, alteraciones
ateroscleréticas, hipertension pulmonar, angiopatia de arterias y venas, aneurismas de grandes vasos 0 que son
inducidos o iniciados por la revision de cicatrices, cirugias plasticas, glaucoma, fibrosis de cataratas, cicatrices
corneales, enfermedad del injerto contra el hospedador, cirugia de tendones, atrapamiento nervioso, contractura de
Dupuytren, adherencias OB / GIN, adherencias pélvicas, fibrosis peridural, enfermedades de la glandula tiroides o
paratiroides, enfermedad metastasica 6sea, mieloma multiple y reestenosis.

Preferiblemente dicha herida esta causada por diabetes.

Preferiblemente dicha herida se elige de entre el grupo que consiste en una Ulcera, una quemadura y una herida
quirdrgica.

Preferiblemente dicho procolageno comprende procolageno monomeérico.
Breve descripcion de los dibujos

La patente o el archivo de la solicitud contienen al menos un dibujo realizado en color. Las copias de esta patente o
publicacion de solicitud de patente con dibujo(s) a color seran proporcionadas por la Oficina bajo demanda y con el
pago de las correspondientes tasas.

Algunas formas de realizacion de la divulgacion se describen en el presente documento Unicamente a modo de
ejemplo con referencia a los dibujos anexos. Haciendo ahora una referencia especifica a los dibujos con detalle, se
destaca que los detalles mostrados son a modo de ejemplo y con el fin de ilustrar el analisis de las formas de
realizacion de la divulgacion. A este respecto, la descripcion tomada junto con los dibujos hace evidente a los
expertos en la materia cémo pueden llevarse a la practica las formas de realizacion de la divulgacion.
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En los dibujos:

Las FIG. 1 A - D son representaciones esquematicas de las construcciones de ADN usados para generar las plantas
de tabaco de algunas formas de realizacion de la presente invencion.

Las FIG. 2 A - B son imagenes de un SDS PAGE tefiido con azul de Coomassie (Figura 2 A) y de un analisis
mediante inmunotransferencia Western (Figura 2 B) que muestran la purificaciéon por etapas del procolageno a partir
de plantas de tabaco transgénicas CP A3-29 (lote #CP C-18). Los carriles representan las muestras proteicas
separadas a partir de las lineas vegetales naturales (WT) o CP A3-29 después de una homogeneizacion - (Carril A);
después de una centrifugacion y una saturacion con AMS al 15 % (Carril B); después de una centrifugacion y una
saturacion con AMS al 25 % (Carril C); y después de la resuspension del sedimento de AMS al 25 % (Carril D). "M"
representa los carriles en los que se cargaron marcadores de peso molecular.

Las FIG. 3 A - B son imagenes de los analisis por inmunotransferencia Western de las fracciones de intercambio
anionico #9 - 20 separadas en un SDS-PAGE al 8 %. El carril marcado como "sedimento concentrado” se
corresponde con las proteinas del sedimento concentrado diez veces con sulfato de amonio al 25 %. El carril
marcado como "Total" se corresponde con la muestra de proteinas antes de la separacién en la columna.

La FIG. 4 es un cromatograma de filtracién en gel de las fracciones de intercambio aniénico agrupadas que
comprenden procolageno. La absorbancia se midié a 226 nm.

Las FIG. 5 A - B son imagenes de la tincion con plata de las fracciones de filtracion en gel separadas en un SDS-
PAGE al 8 %. Las muestras se analizaron en paralelo con un marcador proteico de peso molecular (M) y una
muestra previa no filtrada (total). Flecha superior: procolageno a1. Flecha inferior: procolageno as.

Las FIG. 6 A - B son imagenes de los analisis por inmunotransferencia Western de las fracciones de filtracion en gel
separadas en un SDS-PAGE al 8 % y analizadas en paralelo con un marcador proteico de peso molecular (M) y una
muestra previa no filtrada (total).

Las FIG. 7 A - B son los escaneres de geles al 12 % tefiidos con instant blue después de la separacion de las
proteinas en las fracciones 3 y 4 después de una etapa de concentracion de diez veces, analizadas en paralelo con
un marcador proteico de peso molecular (carril izquierdo). La Figura 7 B es una ampliacion de la seccion superior de
la Figura 7 A.

La FIG. 8 es un escaner de la separacion mediante un SDS-PAGE tefiido con instant blue de la muestra de la
fraccion que contiene procolageno del intercambio aniénico precipitado con AMS después de una didlisis con
precipitacion en etanol y una centrifugacion (carril 2). El carril 3 incluye la misma muestra después de una filtracion a
través de un filtro de 0,2 uym. Los carriles 4 - 7 se cargaron con muestras como en el carril 3, después de una
incubacioén de 24 h (carril 4) o de 72 h (carril 5) a 4 °C, después de dos ciclos de congelacion y descongelacion (carril
6), o después de una liofilizaciéon y una resuspension en DDW (carril 7).

Descripcion de las formas de realizacion de la invencion

La presente divulgacion, en algunas formas de realizacion de la misma, se refiere a composiciones y a métodos para
su uso en la curacion de heridas y en el tratamiento de la fibrosis.

Debe apreciarse que la invencion no esta necesariamente limitada en su aplicacién a los detalles establecidos en la
siguiente descripcion o ejemplificados por los Ejemplos. La invencién es susceptible de otras formas de realizacion o
de llevarse a la practica o llevarse a cabo de diversas formas.

Aunque la formacién de las fibrillas de colageno es esencial para la morfogénesis y para la curacion de las heridas y
de las fracturas 6seas en el adulto, una excesiva formacion de una MEC de colageno fibroso provoca una elevada
morbilidad en la poblacién en general. Estas afecciones incluyen queloides (excesiva cicatrizacion de la piel),
adherencias quirurgicas y fibrosis profundas de érganos, incluyendo los pulmones, el higado y los rifiones. Las
fibrosis profundas son particularmente ominosas, ya que la sustitucion del tejido del parénquima por tejido cicatricial
formado esencialmente por una MEC de colageno fibroso destruye la funcion del érgano.

Al llevar a la practica la presente invencion, los presentes inventores descubrieron, en agudo contraste con el
colageno fibrilar, que el procolageno, asi como el atelocolageno soluble en acido o el colageno que contiene
telopéptido aislado mediante técnicas recombinantes o a partir de tejidos animales, puede ser ventajosamente usado
para la prevencion de la curacion de heridas y para la prevencion de la formacion de cicatrices.

El procolageno, en comparacion con el colageno, es una sustancia no fibrosa muy soluble debido a la presencia de
las extensiones C y N-terminales, denominadas en el presente documento propéptidos. La provision temprana de
procolageno en el proceso de curacion de heridas, antes del reclutamiento masivo de fibroblastos, proporciona un
sustrato soluble facilimente disponible para la colagenasa que ya esta presente en el sitio de la herida resultante de
la produccion de fragmentos de colageno quimiotacticos, que a su vez reclutan fibroblastos que mejoran el proceso
de curacion.

Adicionalmente, el procolageno afiadido al sitio de la herida deberia ser facilmente reconocido por los elementos
naturales de curacién de heridas tales como la proteinasa del propéptido C y la proteinasa del propéptido N,
produciendo un colageno que contiene telopéptido. El colageno que contiene telopéptido puede ser facilmente
incorporado en los tejidos mediante los mecanismos naturales de formacion de tejidos, que requieren la presencia

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2565 185713

de la region del telopéptido para generar correctamente depdsitos organizados de colageno. El colageno que
contiene telopéptido producido por los elementos naturales en el tejido lesionado puede formar tejidos con una
orientacion de la fibra que se parece mas a los tejidos intactos, y prevenir o reducir por tanto la formacion de tejido
cicatricial. Ademas, los propéptidos N y C liberados pueden servir para regular la sintesis de novo del procolageno,
evitando asi la fibrosis y la formacion de cicatrices.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para la promocion de
la curacién de heridas. El método comprende la administracion a un sujeto en necesidad de la misma de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un procolageno, promoviendo asi la curacion de heridas en el sujeto.

El término "herida" segun se usa en el presente documento se refiere ampliamente a las lesiones de la piel, del tejido
subcutaneo, del hueso y de 6rganos profundos o de tejido conectivo, iniciada de una cualquiera de una diversidad
de formas (por ejemplo, Ulceras de presidon por una estancia prolongada en cama, heridas inducidas por
traumatismos, heridas relacionadas con cirugias, y similares) y con unas caracteristicas variables.

Segun se usa en el presente documento, "curacion de heridas" o "regeneracion tisular” se refiere a la reconstitucion
de un tejido funcional (por ejemplo, de tejido cutaneo, de tejido 6seo o de membranas mucosas), con un minimo o
una ausencia completa de tejido fibroso susceptible de comprometer la funcionalidad del tejido.

Algunos ejemplos de heridas que son el objeto de las presentes ensefianzas incluyen, pero no se limitan a,
contusiones, arafiazos, heridas por quemaduras, heridas por quemaduras solares, heridas incisivas, heridas
excisionales, heridas quirtrgicas, fascitis necrotizante, Ulceras, heridas por estasis venosa, Ulceras diabéticas,
Ulceras por decubito, Ulceras aftosas, cicatrices, alopecia areata, dermatitis, dermatitis alérgica por contacto,
dermatitis atépica, dermatitis berloque, dermatitis de pafial, dermatitis dishidrética, psoriasis, eccema, eritema,
verrugas, verrugas anales, angioma, hemangioma capilar, pie de atleta, molas atipicas, carcinoma de células
basales, purpura de Bateman, penfigoide vesicular, candida, condrodermatitis helicis, nevus de Clark, calenturas,
condilomas, quistes, enfermedad de Darier, dermatofibroma, lupus eritematoso discoide, eccema numular, eccema
atopico, eccema dishidrotico, eccema de la mano, eritema nodoso multiforme, afeccién de Fordyce, foliculitis
queloidales nuchae, foliculitis, granuloma anular, enfermedad de Grover, miliaria, herpes simple, herpes zoster
(z6ster), hidradenitis supurativa, urticaria, hiperhidrosis, ictiosis, impétigo, queratosis pilaris, queloides,
queratoacantoma, liquen plano, liquen plano de tipo queratosis, liquen simple crénico, liquen esclerético, papulosis
linfomatoide, lupus cutaneo, enfermedad de Lyme, liquen estriado, quistes mixoides, micosis fungoide, molusco
contagioso, molas, hongos en las ufias, necrobiosis lipidica diabética, dermatitis numular, onicosquisis, onicomicosis,
pitiriasis liquenoide, pitiriasis rosea, pitiriasis rubra pilaris, verrugas plantares, hiedra venenosa, roble venenoso,
ponfélice, pseudofoliculitis de la barba, prurito anal y pitiriasis alba.

Las heridas se clasifican normalmente en entre uno y cuatro grados dependiendo de la profundidad de la herida: (i)
de Grado I: heridas limitadas al epitelio; (ii) de Grado II: heridas que se extienden a la dermis; (iii) de Grado IlI:
heridas que se extienden al tejido subcutaneo; y (iv) de Grado IV, también conocidas como heridas de espesor total:
heridas en las que estan expuestos los huesos (por ejemplo, un punto de presion dseo tal como el trocanter mayor o
el sacro).

El término "herida de espesor parcial" usado en el presente documento se refiere a las heridas que engloban los
Grados | - lII; algunos ejemplos de heridas de espesor parcial incluyen heridas por quemaduras, Ulceras de presion,
Ulceras por estasis venosa y Ulceras diabéticas.

Se entiende que el término "herida de espesor total" usado en el presente documento incluye las heridas tanto de
Grado Ill como de Grado IV.

El término "herida crénica" usado en el presente documento se refiere a una herida que se ha detenido y que no ha
curado en treinta dias.

Como se ha mencionado, el procolageno de la presente divulgacion puede ser Util para el tratamiento de heridas en
huesos. Sin embargo, se apreciara que el procolageno también puede ser Util para el tratamiento de otros trastornos
6seos que incluyen, pero no se limitan a, osteoporosis (incluyendo osteoporosis postmenopausica, osteoporosis
senil masculina y femenina y osteoporosis inducida por corticosteroides), artrosis, enfermedad de Paget,
osteomalacia, reposo en cama prolongado, desuso cronico de una extremidad, anorexia, microgravedad,
insuficiencia gonadal exdgena y enddgena, fractura 6sea, no unioén, defecto, implantacion de prétesis, y similares.

Como se ha explicado con detalle en la seccion de antecedentes, la formacion de tejido fibrético es una parte
integral de la curacién de heridas. Sin embargo, en algunos casos, durante el proceso de curacién, o en los
pacientes con afecciones o enfermedades fibréticas, la produccién de colageno puede estar cualitativamente
alterada o mal localizada en el espacio extracelular. En dichas enfermedades, el tejido fibrético se vuelve rigido,
firme y no elastico.
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Por lo tanto, de acuerdo con formas de realizacion adicionales de este aspecto de la presente divulgacion, se
proporciona un método para el tratamiento de la fibrosis.

Segun se usa en el presente documento, el término "tratar" incluye anular, inhibir sustancialmente, ralentizar o
revertir la progresion de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una afeccion o
prevenir sustancialmente la aparicion de sintomas clinicos o estéticos de una afeccion.

Segun se usa en el presente documento, la frase "afecciones médicas relacionadas con la fibrosis" se refiere a
afecciones médicas que son el resultado de una fibrosis o en las que se produjo una fibrosis durante la progresion
de la enfermedad o del sindrome.

Las enfermedades fibréticas son inducidas o iniciadas por revisiones de cicatrices, cirugias plasticas, glaucoma,
fibrosis por cataratas, cicatrices corneales, enfermedad del injerto contra el hospedador, cirugia de tendones,
atrapamiento nervioso, contractura de Dupuytren, adherencias OB / GIN, adherencias pélvicas, infertilidad, fibrosis
peridural, enfermedades de la glandula tiroides o paratiroides, enfermedad metastasica 6sea, mieloma multiple o
reestenosis.

Algunos ejemplos especificos de afecciones médicas relacionadas con la fibrosis incluyen, pero no se limitan a,
esclerodermia sistémica o localizada, fibrosis hepatica de diversas etiologias, cirrosis alcohdlica, por ejemplo,
cirrosis alcohdlica hepatica, cirrosis biliar, hepatitis de origen virico o de otro origen, enfermedad venoclusiva, fibrosis
intersticial idiopatica, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar aguda, sindrome de
distrés respiratorio agudo, fibrosis perimuscular, fibrosis pericentral, dermatofibroma, fibrosis renal, nefropatia
diabética, glomerulonefritis, queloides, cicatrices hipertroficas, adherencias en las articulaciones, artrosis,
mielofibrosis, cicatrices corneales, fibrosis quistica, fibrosis muscular, distrofia muscular de Duchenne, estenosis
esofagica, cicatrices retroabdominales, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, alteraciones aterosclerdticas,
hipertension pulmonar, angiopatia de las arterias y las venas, aneurismas de vasos grandes.

El procolageno de la presente invencion también puede ser util para la promocion de la angiogénesis (por ejemplo,
en el sitio de una herida, durante el remodelado tisular, después de una apoplejia isquémica, insuficiencia cardiaca
isquémica y lesiones gastrointestinales).

El término "angiogénesis", segun se usa en el presente documento, se refiere a la formacién de novo de vasos tales
como los que surgen a partir de la vasculogénesis, asi como aquellos que surgen de la ramificacion y el rebrote de
los vasos, los capilares y las vénulas existentes.

El término "procolageno”, segin se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de colageno (por
ejemplo, humano) que comprende un propéptido N-terminal, un propéptido C-terminal o ambos. Algunos ejemplos
de secuencias de aminoacidos del procolageno humano son establecidos por las SEQIDN®:1,2,7,8y 12y 13.

El procolageno puede comprender polipéptidos de cualquiera de los colagenos formadores de fibrillas (de los tipos I,
I, 11, V, y XI), los colagenos formadores de redes (de los tipos IV, VIII, y X), los colagenos asociados con superficies
de fibrillas (de los tipos IX, XII, y XIV), los colagenos que aparecen en forma de proteinas transmembranales (de los
tipos XlIl y XVII) o los colagenos que forman filamentos microesferoidales periédicos de 11 nm (de tipo VI). De
acuerdo con algunas formas de realizacion de este aspecto de la presente divulgacion, el procolageno comprende
una cadena alfa 1 y/o 2 de colageno de tipo | {por ejemplo, [a1(])]2 az(1); [a1(1)]3)} o de homotrimeros de colageno (lIl)

[G1(|||)]3.

De acuerdo con algunas formas de realizacion de este aspecto de la presente divulgacion, el procolageno se
proporciona en forma de un monémero (debido a impedimentos estéricos que forman los propéptidos, y como tales
son una propiedad intrinseca de la molécula de procolageno).

Aunque el uso de fragmentos de procolageno catalizados por colagenasa es ventajoso como una fuente para la
sefializacion, puede ser preferida la aplicacion de formas modificadas genéticamente de procolageno cuando se
intentan reclutar fibroblastos en un tejido en particular o para establecer una arquitectura funcional en un tejido. Mas
especificamente, para dichos fines pueden preferirse los colagenos resistentes a la colagenasa y similares [Wu et
al., Proc Natl. Acad Sci, Vol. 87, pags. 5888 - 5892, 1990].

El procolageno humano recombinante puede ser expresado en cualquier célula, que incluye, pero no se limita a,
células procariotas (por ejemplo, bacterias), células vegetales y otras células eucariotas tales como de levaduras y
de hongos, siempre que el procolageno no esté sometido a la actividad de las proteinasas N y/o C.

La sintesis recombinante de procolageno en levadura se ha descrito en la Patente de EE.UU. n°® 5.593.859.

La sintesis recombinante de procolageno en plantas se ha descrito en la Patente de EE.UU. n° 6.617.431.
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Las plantas en las que puede producirse (es decir, expresarse) el procolageno humano pueden ser cualquier planta
inferior (por ejemplo, musgos y algas) o superior (vasculares), y pueden incluir tejidos o células aisladas y extractos
de los mismos (por ejemplo, de una suspension celular). Las plantas preferidas son aquellas que son capaces de
acumular grandes cantidades de cadenas de colageno, de colageno y/o de las enzimas de procesado, segun se
describe a continuacion en el presente documento. Dichas plantas también puede seleccionarse de acuerdo con su
resistencia a condiciones de estrés y a la facilidad con la que pueden extraerse los componentes expresados o €l
colageno ensamblado. Algunos ejemplos de plantas en las que puede expresarse el procolageno humano incluyen,
pero no se limitan a, tabaco, maiz, alfalfa, arroz, patata, soja, tomate, trigo, cebada, colza, zanahoria, lechuga y
algodon.

La produccién de procolageno humano recombinante se lleva a cabo normalmente mediante una transformacion
estable o temporal con una secuencia de polinucleétidos exdgena que codifica para el procolageno humano.

Algunos ejemplos de secuencias de polinucleétidos que codifican para el procolageno humano son establecidos por
las SEQ ID N°: 3y 4.

La estabilidad de la estructura de hélice triple del colageno requiere la hidroxilacion de las prolinas por parte de la
enzima prolil-4-hidroxilasa (P4H) para formar residuos de hidroxiprolina en la cadena de colageno. Aunque las
plantas son capaces de sintetizar proteinas que contienen hidroxiprolina, la hidroxilasa de prolilo responsable de la
sintesis de la hidroxiprolina en las células vegetales muestra una especificidad por la secuencia del sustrato
relativamente baja en comparacion con la P4H de mamifero, y por lo tanto, la produccién de colageno con
hidroxiprolina Gnicamente en la posicion Y de los tripletes de Gly-X-Y requiere la expresion conjunta de los genes de
la P4H y del colageno de seres humanos o de mamiferos.

Por lo tanto, de acuerdo con una forma de realizacion, el procolageno es expresado en un compartimento subcelular
de una planta que esta desprovista de actividad endégena de P4H, de forma que se evite una incorrecta
hidroxilacion del mismo. Segun se usa en el presente documento, la frase "compartimento subcelular desprovisto de
actividad endogena de P4H" se refiere a cualquier regiéon compartimentalizada de la célula que no incluye la P4H
vegetal o una enzima que tenga una actividad similar a la de la P4H vegetal. De acuerdo con una forma de
realizacién, el compartimento es una vacuola.

La acumulacion del procolageno expresado en un compartimento subcelular desprovisto de actividad endégena de
P4H puede efectuarse a través de una cualquiera de diversas metodologias.

Por ejemplo, el procolageno expresado puede incluir una secuencia de sefializacion para el direccionamiento de la
proteina expresada a un compartimento subcelular tal como el apoplasto o un organulo (por ejemplo, un cloroplasto).
Algunos ejemplos de secuencias de sefalizacion adecuadas incluyen el péptido transitorio de cloroplastos (incluido
en la entrada de Swiss-Prot P07689, aminoacidos 1 - 57, SEQ ID N° 10) y el péptido transitorio mitocondrial
(incluido en la entrada Swiss-Prot P46643, aminoacidos 1 - 28, SEQ ID N°: 11).

Alternativamente, la secuencia del procolageno puede ser modificada de tal forma que se altere la localizacion
celular del procolageno cuando es expresado en plantas.

Algunas formas de realizacion de la presente divulgacion contemplan por lo tanto células modificadas genéticamente
que expresan conjuntamente tanto el procolageno humano como una P4H, capaces de hidroxilar correctamente la(s)
cadena(s) alfa del procolageno [es decir, de hidroxilar unicamente la posicién de la prolina (Y) de los tripletes de Gly-
X-Y]. La P4H es una enzima formada por dos subunidades, alfa y beta, segin se establece en los n° del Genbank
P07237 y P13674. Ambas son necesarias para formar una enzima activa, mientras que la subunidad beta también
posee una funcién de chaperona y de isomerasa de disulfuro de proteina.

La P4H expresada por las células modificadas genéticamente de la presente divulgacion es preferiblemente una
P4H humana que esta codificada por, por ejemplo, las SEQ ID N° 5 y 6. Ademas, también pueden usarse los
mutantes de la P4H que muestran una especificidad de sustrato mejorada, o los homologos de la P4H. Un homdlogo
adecuado de la P4H esta ejemplificado por la oxidorreductasa de Arabidopsis identificada por el acceso del NCBI
NP_179363.

Dado que la P4H es necesaria para acumular conjuntamente la cadena de procolageno expresada, la secuencia
codificante de la misma se modifica preferiblemente consecuentemente (por ejemplo, mediante la adicién o la
delecion de secuencias de sefalizacion, tales como para un direccionamiento vacuolar).

En las células de mamifero, el colageno también es modificado por la hidroxilasa de lisilo, la galactosiltransferasa y
la glucosiltransferasa. Estas enzimas modifican secuencialmente residuos de lisilo en posiciones especificas a
residuos de hidroxilisilo, de galactosilhidroxilisilo y de glucosilgalactosil hidroxilisilo. Una Unica enzima, la hidroxilasa
de lisilo 3 (LH3), segun se establece en el Genbank N° 060568, puede catalizar las tres etapas consecutivas de la
formacion del carbohidrato unido a la hidroxilisina [Wang et al. Matrix Biol. 21 de noviembre de 2002; (7): 559 - 66].
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Por lo tanto, las células modificadas genéticamente de la presente divulgacion también pueden expresar la LH3 de
mamifero. Para dichos fines puede usarse una secuencia que codifica para la LH3, tal como la que se establece en
la SEQ ID N°: 9.

El (los) procolageno(s) y las enzimas modificadoras descritas anteriormente pueden ser expresados a partir de un
constructo de un acido nucleico integrado de forma estable o expresado temporalmente que incluye secuencias de
polinucleétidos codifican para las cadenas alfa de procolageno y/o las enzimas modificadoras (por ejemplo, la P4H y
la LH3) colocadas bajo el control transcripcional de promotores funcionales. Dicho constructo de acido nucleico
(también denominado en el presente documento constructo de expresion) puede ser configurado para su expresion
por todo el organismo, por ejemplo, en una planta, en tejidos definidos o en células definidas, o en unas etapas de
desarrollo definidas del organismo. Dicho constructo también puede incluir marcadores de seleccion (por ejemplo, de
resistencia a antibioticos), elementos potenciadores y un origen de replicacion para la replicacion bacteriana.

Se apreciara que los construcciones que incluyen dos insertos expresables (por ejemplo, dos tipos de cadena alfa
del procolageno, o una cadena alfa y la P4H) incluyen preferiblemente un promotor individual para cada inserto, o
como alternativa, dichos construcciones pueden expresar una Unica quimera transcrita que incluya ambas
secuencias insertadas a partir de un Unico promotor. En dicho caso, el transcrito quimérico puede incluir una
secuencia de un IRES entre las dos secuencias insertadas, de tal forma que, el inserto secuencia abajo, puede
traducirse a partir de las mismas.

Las construcciones de la presente divulgacion pueden utilizar numerosos promotores y potenciadores de expresion
funcionales, que pueden ser especificos del tejido, especificos del desarrollo, constitutivos o inducibles, algunos
ejemplos se proporcionan a continuacion.

Segun se usa en el presente documento en la memoria descriptiva, la frase "promotor vegetal" o "promotor" incluye
un promotor que puede dirigir la expresion génica en células (incluyendo organulos que contienen ADN) de plantas,
de hongos y de levaduras. Dicho promotor puede derivar de una planta, de una bacteria, de un virus, de un hongo o
de un animal. Dicho promotor puede ser constitutivo, es decir, capaz de dirigir altos niveles de expresion génica en
una pluralidad de tejidos, especifico del tejido, es decir, capaz de dirigir la expresion génica en un tejido o tejidos en
particular, inducible, es decir, capaz de dirigir la expresioén génica bajo un estimulo, o quimérico, es decir, formado
por porciones de al menos dos promotores diferentes.

Por lo tanto, el promotor vegetal empleado puede ser un promotor constitutivo, un promotor especifico de tejido, un
promotor inducible o un promotor quimérico.

Algunos ejemplos de promotores constitutivos incluyen, pero no se limitan a, los promotores CaMV35S y CaMV19S,
el promotor FMV348S, el promotor del badnavirus bacilliform de la cafia de azucar, el promotor CsVMV, el promotor
de la actina de Arabidopsis ACT2/ACTS8, el promotor de la ubiquitina de Arabidopsis UBQ1, el promotor de la tionina
de la hoja de cebada BTHG6 y el promotor de la actina del arroz.

Algunos ejemplos de promotores especificos de tejido incluyen, pero no se limitan a, el promotor de la proteina de
almacenamiento de faseolina de la judia, el promotor DLEC, del promotor PHSD, el promotor de la proteina de
almacenamiento de zeina, el promotor gamma de conglutina de soja, el promotor del gen AT2S1, el promotor de la
actina ACT11 de Arabidopsis, el promotor napA de Brassica napus y el promotor del gen de la patatina de la patata.

El promotor inducible es un promotor inducido por un estimulo especifico, tal como en unas condiciones de estrés
que comprenden, por ejemplo, luz, temperatura, productos quimicos, sequia, elevada salinidad, choque osmético,
condiciones oxidantes o estrés relacionado con patégenos, y que incluyen, pero no se limitan a, el promotor
inducible por luz derivado del gen rbcS de guisante, el promotor del gen rbcS de la alfalfa, los promotores DRE, MYC
y MYB activos durante la sequia; los promotores INT, INPS, prxEa, Ha hsp17.7G4 y RD21 activos con una elevada
salinidad y estrés osmotico, y los promotores hsr203J y str246C activos en el estrés patogeno.

El promotor utilizado en la presente divulgacion deberia ser preferiblemente un fuerte promotor constitutivo, de forma
que la sobreexpresion de los insertos del constructo se lleve a cabo después de la transformacion.

Se apreciara que cualquiera de los tipos de construcciones usados en la presente divulgacion puede ser
transformados conjuntamente en las mismas células mediante el uso de los mismos marcadores de seleccion, o
diferentes, para cada tipo de constructo. Alternativamente, puede introducirse el primer tipo de constructo en un
primer organismo, por ejemplo, una planta, mientras que el segundo tipo de constructo puede introducirse en una
segunda planta isogénica, tras lo cual las plantas transgénicas resultantes pueden cruzarse, y seleccionarse la
progenie para los transformantes dobles. Pueden emplearse autocruces adicionales de dicha progenie para generar
lineas homocigoticas para ambos construcciones.

Para la transformacion de células de levaduras pueden usarse diversos vectores que contienen promotores

constitutivos o inducibles. Para una revision, véase Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, 1988, ed. Ausubel
et al., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, cap. 13; Grant et al., 1987, "Expression and Secretion Vectors

9
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for Yeast," en Methods in Enzymol. 153: 516 - 544; Glover, 1986, DNA Cloning, Vol. Il, IRL Press, Wash., D.C., Cap.
3; y Bitter, 1987, "Heterologous Gene Expression in Yeast," en Methods in Enzymol. 152: 673 - 684. Puede usarse
un promotor constitutivo de levadura tal como ADH o Leu2, o un promotor inducible tal como GAL ("Cloning in
Yeast," cap. 3, R. Rothstein en: DNA Cloning, Vol. 11, A Practical Approach, Ed. D. M. Glover, 1986, IRL Press,
Wash. D.C.). Alternativamente, pueden usarse vectores que promuevan la integracién de las secuencias de ADN
foraneas en el cromosoma de la levadura.

Existen diversos métodos para la introduccién de construcciones de acidos nucleicos tanto en plantas
monocotiledéneas como en dicotileddneas (Potrykus, I., Annu. Rev. Plant. Physiol., Plant. Mol. Biol. (1991) 42: 205 -
225; Shimamoto et al., Nature (1989) 338: 274 - 276). Dichos métodos se basan en la integracion estable del
constructo de acido nucleico o de una porcion del mismo en el genoma de la planta, o en una expresion temporal del
constructo de acido nucleico en el caso de que estas secuencias no sean heredadas por la progenie de la planta.

Ademas, existen diversos métodos mediante los cuales puede introducirse directamente un constructo de un acido
nucleico en el ADN de un organulo que contiene ADN, tal como un cloroplasto.

Existen dos métodos principales para efectuar una integracion gendémica estable de secuencias exodgenas, tales
como las incluidas en las construcciones de acidos nucleicos de la presente divulgacion, en los genomas de plantas:

(i) transferencia génica mediada por Agrobacterium: Klee et al. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38: 467 - 486; Klee
y Rogers en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6, Molecular Biology of Plant Nuclear Genes, eds.
Schell, J., y Vasilo, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) pags. 2 - 25; Gatenby, en Plant
Biotechnology, eds. Kung, S. y Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston, Mass. (1989) pags. 93 - 112.

(ii) captacion directa de ADN: Paszkowski et al., en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6,
Molecular Biology of Plant Nuclear Genes eds. Schell, J., y Vasilo, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif.
(1989) pags. 52 - 68; incluyendo los métodos para la captacion directa de ADN en protoplastos, Toriyama, K. et al.
(1988) Bio/Technology 6: 1072 - 1074. La captacion de ADN inducida por un breve choque eléctrico en las células
vegetales: Zhang et al. Plant Cell Rep. (1988) 7: 379 - 384. Fromm et al. Nature (1986) 319: 791 - 793. La inyeccion
de ADN en células o tejidos vegetales mediante un bombardeo con particulas, Klein et al. Bio/Technology (1988) 6:
559 - 563; McCabe et al. Bio/Technology (1988) 6: 923 - 926; Sanford, Physiol. Plant. (1990) 79: 206 - 209; mediante
el uso de sistemas de micropipeta: Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet. (1987) 75: 30 - 36; Neuhaus y Spangenberg,
Physiol. Plant. (1990) 79: 213 - 217; o mediante la incubacion directa del ADN con polen en germinacion, DeWet et
al. en Experimental Manipulation of Ovule Tissue, eds. Chapman, G. P. y Mantell, S. H. y Daniels, W. Longman,
Londres, (1985) pags. 197 - 209; y Ohta, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1986) 83: 715 - 719.

El sistema de Agrobacterium incluye el uso de vectores de plasmidos que contienen segmentos definidos de ADN
que se integran en el ADN gendémico de la planta. Los métodos de inoculacion del tejido vegetal varian dependiendo
de la especie vegetal y del sistema de suministro de Agrobacterium. Una metodologia ampliamente usada es el
procedimiento de disco de hoja, que puede llevarse a cabo con cualquier explante de tejido que proporcione una
buena fuente para el inicio de una diferenciacién vegetal completa (Horsch et al. en Plant Molecular Biology Manual
A5, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (1988) pags. 1 - 9). Una metodologia complementaria emplea el sistema
de suministro de Agrobacterium junto con una infiltracion a vacio. El sistema de Agrobacterium es especialmente
viable en la creacion de plantas dicotiledoneas transgénicas.

Existen diversos métodos de transferencia directa de ADN en células vegetales. En la electroporacion, los
protoplastos son brevemente expuestos a un fuerte campo eléctrico. En la microinyeccion, el ADN es inyectado
mecanicamente directamente en las células mediante el uso de micropipetas muy pequefas. En el bombardeo con
microparticulas, el ADN es adsorbido sobre microproyectiles tales como cristales de sulfato de magnesio, particulas
de tungsteno o particulas de oro, y los microproyectiles son acelerados fisicamente en las células o en los tejidos
vegetales.

Después de la transformacion, se lleva a cabo la propagacion de la planta. El método mas habitual de propagacion
de la planta es mediante siembra. Sin embargo, la regeneracion mediante la propagaciéon por siembra tiene, el
defecto de que debido a la heterozigotidad existe una ausencia de uniformidad en el cultivo, dado que las semillas
son producidas por plantas de acuerdo con variantes genéticas gobernadas por las reglas de Mendel. Basicamente,
cada semilla es genéticamente diferente, y cada una crecera con sus propios rasgos especificos. Por lo tanto, se
prefiere que la planta transformada sea producida de tal forma que la planta regenerada tenga unos rasgos y unas
caracteristicas idénticas a las de la planta transgénica parental. Por lo tanto, se prefiere que la planta transformada
sea regenerada mediante micropropagacion, lo que proporciona una reproduccion rapida y coherente de las plantas
transformadas.

Los métodos de expresion temporal que pueden ser utilizados para la expresién temporal del acido nucleico aislado
incluido en el constructo de acido nucleico de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, microinyeccién y
bombardeo, como se ha descrito anteriormente, pero en unas condiciones que favorecen una expresion temporal, y
una expresion mediada por virus en la que se utiliza un vector de virus recombinante empaquetado o no
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empaquetado que incluye el constructo de acido nucleico para infectar tejidos o células de la planta, de forma que un
virus recombinante en propagacion establecido en la misma exprese la secuencia de acidos nucleicos no virica.

Los virus que han demostrado ser utiles para la transformacién de hospedadores vegetales incluyen el CaMV, el
TMV y el BV. La transformacion de plantas mediante el uso de virus vegetales se describe en la Patente de EE.UU.
n® 4.855.237 (BGV), en el documento EP-A 67,553 (TMV), en la Solicitud Japonesa Publicada N° 63 - 14693 (TMV),
en el documento EPA 194.809 (BV), en el documento EPA 278.667 (BV); y en Gluzman, Y. et al., Communications
in Molecular Biology: Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, paginas 172 - 189 (1988). Las
particulas de pseudovirus para su uso en la expresiéon de ADN foraneo en muchos hospedadores, incluyendo
plantas, se describen en el documento WO 87/06261.

La construccion de virus de ARN vegetales para la introduccion y la expresién de secuencias de acidos nucleicos
exogenas no viricas en plantas estda demostrada por las referencias anteriores, asi como por Dawson, W. O. et al.,
Virology (1989) 172: 285 - 292; por Takamatsu et al. EMBO J. (1987) 6: 307 - 311; French et al. Science (1986) 231:
1294 - 1297; y por Takamatsu et al. FEBS Letters (1990) 269: 73 - 76.

Cuando el virus es un virus de ADN, las construcciones pueden ser el propio virus. Alternativamente, se puede
clonar en primer lugar el virus en un plasmido bacteriano para facilitar la construccién del vector virico deseado con
el ADN foraneo. El virus puede escindirse después del plasmido. Si el virus es un virus de ADN, puede unirse un
origen de replicacion bacteriano al ADN virico, que a continuacion es replicado por la bacteria. La transcripcion y la
traduccién de este ADN produciran la proteina de recubrimiento que encapsula el ADN virico. Si el virus es un virus
de ARN, el virus generalmente se clona en forma de un ADNc y se inserta en un plasmidos. Después se usa el
plasmido para crear todas las construcciones. El virus de ARN se produce después mediante la transcripcion de la
secuencia virica del plasmido y la traduccion de los genes viricos, para producir la(s) proteina(s) de recubrimiento
que encapsula(n) el ARN virico.

La construccion de virus de ARN vegetales para la introduccion y la expresion en plantas de secuencias de acidos
nucleicos exdégenas no viricas tales como las incluidas en el constructo de la presente divulgacion, esta demostrada
por las referencias anteriores, asi como en la Patente de EE.UU. n® 5.316.931.

Se conoce una técnica para la introduccion de secuencias de acidos nucleicos exdgenas en el genoma de los
cloroplastos. Esta técnica implica los siguientes procedimientos. En primer lugar se introduce el acido nucleico
exogeno mediante un bombardeo con particulas en las células, con el fin de introducir al menos una molécula de
acido nucleico exégena en los cloroplastos. El acido nucleico exdgeno se selecciona de tal forma que sea integrable
en el genoma de cloroplasto a través de una recombinacién homologa, que es facilimente llevada a cabo por las
propias enzimas del cloroplasto. A tal fin, el acido nucleico exégeno incluye, ademas del gen de interés, al menos
una extension de acidos nucleicos que deriva del genoma de cloroplasto. Ademas, el acido nucleico exdgeno incluye
un marcador seleccionable que sirve, mediante procedimientos de seleccidon secuenciales, para comprobar que
todas o sustancialmente todas las copias de los genomas del cloroplasto después de dicha seleccion incluyen el
acido nucleico exdgeno. Los detalles adicionales relativos a esta técnica se encuentran en las Patentes de EE.UU.
n°® 4.945.050; y 5.693.507. Por lo tanto, asi se puede producir un polipéptido mediante el sistema de expresion de
proteinas de cloroplasto, y quedar integrado en la membrana interna de cloroplasto.

Independientemente de la técnica usada para la transformacion, una vez que se ha identificado la progenie que
expresa el procolageno, dichas plantas se cultivan adicionalmente en unas condiciones que maximizan la expresion
del mismo. La progenie resultante de las plantas transformadas puede ser seleccionada mediante la verificacion de
la presencia del ARNm y/o de los polipéptidos exdgenos mediante el uso de sondas de acido nucleico o de proteina
(por ejemplo, anticuerpos). Esta ultima metodologia permite la localizacion de los componentes polipeptidicos
expresados (por ejemplo, mediante el sondeo de extractos vegetales fraccionados) y por lo tanto se verifica también
el potencial de un correcto procesado y ensamblaje.

Después del cultivo de dichas plantas normalmente se recoge el procolageno. Los tejidos / células vegetales se
recogen preferiblemente en la madurez, y las moléculas de procolageno se aislan mediante el uso de cualquier
método bioquimico conocido en la materia.

Por lo tanto, las formas de realizacion de la presente divulgacion proporcionan adicionalmente un método para la
purificacion del procolageno.

El método comprende proporcionar una preparacion de procolageno y purificar el procolageno.

El procolageno puede ser regenerado mediante el uso de cualquier método conocido en la materia (por ejemplo, los
descritos anteriormente).

El procolageno puede ser purificado total o parcialmente mediante el uso de cualquier técnica de purificacion de
proteinas conocida en la materia. Estos métodos se basan normalmente en la purificacion segun el tamafio, la carga
o la afinidad de unién.
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De acuerdo con una forma de realizacién, el procolageno estd comprendido en una composicién que contiene
procolageno, en la que al menos el 0,1 %, al menos el 0,25 %, al menos el 0,5 %, al menos el 1 %, al menos el 2.5
%, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al
menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 99 % o el 100 % es procolageno.
Otros componentes comprendidos en la composicion de procolageno pueden incluir, pero no se limitan a, colageno,
acido hialurénico, alginato, carboximetil celulosa, hidroximetil celulosa, hidroxietil celulosa, celulosa oxidada, vibrisas
de celulosa y almidén.

Segun se usa en el presente documento, "purificar" se refiere al aislamiento de la proteina a partir de su entorno o
sitio natural de acumulacion en el hospedador recombinante. La separacién a partir de moléculas pequenas se lleva
a cabo normalmente mediante una dialisis, tal como mediante el uso de membranas de celulosa. Normalmente se
usa una cromatografia de filtracién en gel como una técnica mas discriminativa. Alternativamente o adicionalmente
se usa una precipitacion salina, tal como con sulfato de amonio, que normalmente se usa para la purificacion de
proteinas, por ejemplo, para precipitar el fibrindgeno. Como una alternativa mas, o adicionalmente, se usa una
cromatografia de intercambio i6nico para separar el procolageno sobre la base de su carga neta. La cromatografia
de afinidad es ofra potente metodologia para el aislamiento de las proteinas de interés. Mas especificamente,
pueden usarse anticuerpos o métodos de unién por afinidad basados en las fuerzas de atraccion naturales de la
proteina hacia ciertos grupos quimicos.

Algunos ejemplos de métodos de purificacion o de semipurificacién del procolageno de la presente divulgacion se
describen con detalle en la seccidn de Ejemplos que sigue.

Independientemente del método de produccién, una vez que el procolageno esta disponible, puede ser administrado
al sujeto como tal o en una composicion farmacéutica.

Segun se usa en el presente documento, una "composicién farmacéutica" se refiere a una preparacion de los
principios activos descritos en el presente documento con otros componentes quimicos tales como portadores y
excipientes fisiolégicamente adecuados. El objetivo de la composicién farmacéutica es facilitar la administracion de
los principios activos (por ejemplo, del procolageno) al sujeto.

Segun se usa en el presente documento, el término "principio activo" se refiere al procolageno responsable del
efecto bioldgico previsto (es decir, de promover la curacién de heridas y el tratamiento de la fibrosis).

En lo sucesivo, las frases "portador fisiolégicamente aceptable” y "portador farmacéuticamente aceptable”, que
pueden usarse de forma intercambiable, se refieren a un portador o a un diluyente que no provoca ninguna irritacion
significativa en el sujeto y que no anula la actividad biolégica ni las propiedades de los principios activos
administrados. En estas frases se incluye un adyuvante.

En el presente documento, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afiadida a la composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracién de un principio activo de la presente divulgacion.

Las técnicas para la formulacion y la administracion de farmacos pueden encontrarse en "Remington’s
Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicion.

La composicion farmacéutica puede formularse en forma de una forma de dosificacion unitaria. En dicha forma, la
preparacion esta subdividida en dosis unitarias que contienen las cantidades apropiadas de los principios activos, tal
como para una administracion individual. La forma de dosificaciéon unitaria puede ser una preparaciéon envasada,
conteniendo el envase cantidades individuales de la preparacion, por ejemplo, un vendaje adhesivo, un vendaje no
adhesivo, una toallita, una toallita para bebés, una gasa, una almohadilla y una compresa.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden ser aplicadas de una forma local, por ejemplo,
a través de la administracion de las composiciones directamente en una region de tejido (por ejemplo, en una herida)
del sujeto. Las vias de administracion adecuadas de las composiciones farmacéuticas pueden incluir, por ejemplo,
una administracion tépica (por ejemplo, en un tejido queratinoso, tal como la piel, el cabello, la ufa, el cuero
cabelludo), subcutanea, mucosal (por ejemplo, oral, vaginal, ocular), intramuscular.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion también pueden ser aplicadas mediante la inyeccion de
la composicion que incluye el principio activo y un portador fisiolégicamente aceptable. Para su administracion local,
las composiciones pueden ser inyectadas en la herida y/o en el tejido sano (por ejemplo, la piel) que rodea el tejido
herido, o ambos, por ejemplo, subcutaneas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden ser elaboradas mediante procesos bien

conocidos en la materia, por ejemplo, mediante procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacion,
elaboracion de grageas, levigacion, emulsificacion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.
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El principio activo también puede estar en forma de un polvo para su reconstitucién con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, con una solucién basada en agua estéril exenta de pirdgenos, antes de su uso.

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente divulgacion pueden formularse por lo
tanto de una forma convencional mediante el uso de uno o mas portadores fisioldgicamente aceptables que
comprenden excipientes y auxiliares, que facilitan el procesado de los principios activos en las preparaciones. La
formulacion apropiada depende de la metodologia de administracion elegida.

La determinaciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz estd en la pericia de los expertos en la materia,
especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento. El tratamiento puede
llevarse a cabo antes de la formacion de tejido cicatricial masivo, tal como antes del reclutamiento de los fibroblastos
al sitio afectado. Sin embargo, la presente divulgacion también contempla la administracion del procolageno en
cualquier otra fase de la curacion.

Para cualquier preparacion usada en el método de la divulgacion, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro. Ademas, puede formularse una dosis en sistemas de cultivo
tisulares o en modelos animales para conseguir una concentracion o titulo deseado. Los modelos animales pueden
usarse con objeto de establecer los criterios de administracion. Por ejemplo, puede usarse un modelo de rata
diabética o de herida en ratén [Galeano et al., Diabetes. (2004) 53 (9): 2509 - 17]. Puede emplearse el resultado de
las medidas, tales como la perfusion y la supervivencia, asi como criterios histolégicos y funcionales, para evaluar la
eficacia de los diferentes parametros, con objeto de conseguir una eficacia 6ptima de la metodologia.

Dicha informacion puede usarse para determinar de forma mas precisa las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los principios activos descritos en el presente documento pueden ser
determinadas mediante los procedimientos farmacéuticos habituales in vitro, en cultivos celulares o en animales de
experimentacion. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y de cultivos celulares y de estudios
animales pueden usarse en la formulacién de un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosis
puede variar dependiendo del tipo de formulacién empleada y de la via de administracion utilizada. La formulacion
exacta, la via de administracion y la dosis pueden ser elegidas por el médico individual dependiendo del estado del
paciente (Véase, por ejemplo, Fingl, E. et al. (1975), "The Pharmacological Basis of Therapeutics", Cap. 1, pag. 1.)

Dependiendo de la gravedad de la afeccion (por ejemplo, el area, la profundidad y el grado de la herida o de la
cicatriz) y de la sensibilidad de la piel, la dosis puede ser una administraciéon individual o una pluralidad de
administraciones, variando la duracion del tratamiento desde varios dias hasta varias semanas o hasta que se
produce la curacion o hasta que se consigue una disminucion en la afeccion. En las formas de realizacion
ejemplares, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion se administra al menos una vez al dia.

La cantidad de composicion que se administrara dependera, por supuesto, del sujeto que se va a tratar, de la
gravedad de la afeccion, de la forma de administracion, de juicio del médico prescriptor, etc.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden presentarse, si se desea, en un paquete o en un dispositivo
dispensador, tal como en un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas de dosificacion
unitarias que contienen el principio activo. El paquete puede comprender, por ejemplo, una lamina metalica plastica,
tal como un envase alveolado. El paquete o el dispositivo dispensador pueden estar acompanados por unas
instrucciones de administracion. El paquete o el dispositivo dispensador pueden estar acompafados por un aviso
con la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la elaboracién, el uso o la venta de productos
farmacéuticos, que refleje la aprobacion por parte de la agencia de la forma de las composiciones para su
administracion humana o veterinaria. Dicho aviso puede incluir, por ejemplo, un etiquetado aprobado por la Food
and Drug Administration de EE.UU. por la prescripcion de farmacos o de un prospecto de un producto aprobado. Las
composiciones que comprenden una preparacion de la divulgacion formulada en un portador farmacéuticamente
aceptable también pueden ser preparadas, colocadas en un recipiente adecuado y etiquetadas para el tratamiento
de una afeccion indicada, como se detalla adicionalmente a continuacion.

Dado que las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se utilizan in vivo, las composiciones tienen
preferiblemente una pureza elevada y estan sustancialmente exentas de contaminantes potencialmente
perjudiciales, por ejemplo, al menos de calidad National Food (NF), generalmente al menos de calidad analitica, y
preferiblemente al menos de calidad farmacéutica. Dado que un compuesto dado debe ser sintetizado antes de su
uso, dicha sintesis o la posterior purificacion deben dar como resultado preferiblemente un producto que esté
sustancialmente exento de cualquier agente téxico potencialmente contaminante que pueda haber sido usado
durante los procedimientos de sintesis o de purificacion.

Para mejorar la eficacia terapéutica pueden incorporarse agentes adicionales en las composiciones farmacéuticas
de la presente divulgacion. Los agentes para la promocion de la curacion de heridas, el tratamiento de la fibrosis y/o
la promocién de la angiogénesis pueden ser formulados en una Unica composicion junto con el procolageno (por
ejemplo, en un Unico recipiente) o cuando se desee, envasarse en recipientes por separado e incluirse en un articulo
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de elaboracion, que puede comprender adicionalmente instrucciones para su uso. Dichos agentes incluyen, pero no
se limitan a, componentes de la matriz extracelular (por ejemplo, vitronectina, laminina, colageno, elastina), factores
de crecimiento (por ejemplo, FGF 1, FGF 2, IGF 1, IGF 2, PDGF, EGF, KGF, HGF, VEGF, SDF-1, GM-CSF, CSF, G-
CSF, TGF alfa, TGF beta, NGF, PDWHF y ECGF), factores inducibles por hipoxia (por ejemplo, HIF-1 alfa y beta 'y
HIF-2), hormonas (por ejemplo, insulina, hormona del crecimiento (GH), CRH, leptina, prolactina, oxandrolona y
TSH), factores angiogénicos (por ejemplo, angiogenina y angiopoyetina), factores de la coagulacion y de la
anticoagulacién (por ejemplo, Factor |, Factor Xlll, tejido factor, calcio, VWF, proteina C, proteina S, proteina Z,
fibronectina, antitrombina, heparina, plasminégeno, heparina de bajo peso molecular (Clixan), cininégeno de alto
peso molecular (HMWK), precalicreina, inhibidor del activador del plasminogeno 1 (PA11), inhibidor del activador del
plasminégeno 2 (PAI2), urocinasa, trombomodulina, activador tisular del plasmindgeno (tPA), alfa 2-antiplasmina e
inhibidor de la proteasa relacionado con la proteina Z (ZPl)), citocinas (IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13 y IFN-alfa, IFN, beta e IFN-gamma), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP),
quimiocinas (por ejemplo, MCP-1 o CCL2), enzimas (por ejemplo, endoglucosidasas, exoglucosidasas,
endonucleasas, exonucleasas, peptidasas, lipasas, oxidasas, descarboxilasas, hidrasas, condroitinasa,
condroitinasa ABC, condroitinasa AC, hialuronidasa, queratanasa, heparanasas, variantes de empalme de la
heparanasa, colagenasa, tripsina, catalasas), neurotransmisores (por ejemplo, acetilcolina y monoaminas),
neuropéptidos (por ejemplo, la sustancia P), vitaminas (por ejemplo, D-biotina, cloruro de colina, acido félico,
mioinositol, niacinamida, acido D-pantoténico, sales de calcio, HCI de piridoxal, HCI de pirodixina, riboflavina, HCI de
tiamina, vitamina B12, vitamina E, vitamina C, vitamina D, vitaminas B 1 - 6, vitamina K, vitamina A y vitamina PP),
carbohidratos (por ejemplo, mono / di / polisacaridos incluyendo glucosa, manosa, maltosa y fructosa), iones,
quelantes (por ejemplo, quelantes de Fe, quelantes de Ca), antioxidantes (por ejemplo, vitamina E, quercetina,
capturadores de superoxido, dismutasa de superdxido, capturadores de H»O», capturadores de de radicales libres,
capturadores de de Fe), acidos grasos (por ejemplo, triglicéridos, fosfolipidos, colesteroles, acidos grasos libres y
acidos grasos no libres, alcoholes grasos, acido linoleico, acido oleico y acido lipoico), antibiéticos (por ejemplo,
penicilinas, cefalosporinas y tetraciclinas), analgésicos, anestésicos, agentes antibacterianos, agentes antilevaduras,
agentes antifingicos, agentes antiviricos, agentes probioticos, agentes antiprotozoarios, agentes antipruriginosos,
agentes antidermatitis, antieméticos, agentes antiinflamatorios, agentes antihiperqueratoliticos, antitranspirantes,
agentes antipsoriaticos, agentes antiseborreicos, agentes antihistaminicos, aminoacidos (por ejemplo, esenciales y
no esenciales, especialmente glutamina y arginina), sales de sulfatos (por ejemplo, sulfato de calcio), esteroides (por
ejemplo, andrégenos, estrogenos, progestagenos, glucocorticoides y mineralocorticoides), catecolaminas (por
ejemplo, epinefrina y norepinefrina), nucledsidos y nucledtidos (por ejemplo, purinas y pirimidinas), prostaglandinas
(por ejemplo, prostaglandina E2), leucotrienos, eritropoyetinas (por ejemplo, trombopoyetina), proteoglucanos (por
ejemplo, sulfato de heparan, sulfato de queratan), hidroxiapatitos (por ejemplo, hidroxiapatito (Ca1o(POa4)s(OH)2)),
haptoglobinas (Hp1-1, Hp2-2 y Hp1-2), dismutasas de superéxido (por ejemplo, SOD 1 / 2 / 3), éxidos nitricos,
donantes de oxido nitrico (por ejemplo, nitroprusiato, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU., peroxidasas de
glutation, compuestos humectantes (por ejemplo, vasopresina), células (por ejemplo, plaquetas), medio celular (por
ejemplo, M199, DMEM/F12, RPMI, Iscovs), suero (por ejemplo, suero humano, suero bovino fetal), tampones (por
ejemplo, HEPES, bicarbonato de sodio), detergentes (por ejemplo, Tween), desinfectantes, plantas medicinales,
extractos de frutas, extractos vegetales (por ejemplo, de col, de pepino), extractos florales, extractos vegetales,
flavinoides (por ejemplo, zumo de granada), especias, hojas (por ejemplo, té verde), polifenoles (por ejemplo, vino
tinto), miel, lectinas, microparticulas, nanoparticulas (liposomas), micelas, carbonato de calcio (CaCOs, por ejemplo,
carbonato de calcio precipitado, carbonato de calcio molido / pulverizado, albacar, PCC, GCC), calcita, caliza,
marmol molido, caliza molida, cal y tiza (por ejemplo, tiza blanca, tiza champan, tiza francesa).

Las presentes composiciones también pueden contener ingredientes, sustancias, elementos y materiales que
contienen hidrégeno, grupos alquilo, grupos arilo, grupos halo, grupos hidroxi, grupos alcoxi, grupos alquilamino,
grupos dialquilamino, grupos acilo, grupos carboxilo, grupos carboamido, grupos sulfonamida, grupos aminoacilo,
grupos amida, grupos amina, grupos nitro, compuestos de organoselenio, hidrocarburos e hidrocarburos ciclicos.

Las presentes composiciones pueden combinarse con sustancias tales como peréxido de benzol, vasoconstrictores,
vasodilatadores, acido salicilico, acido retinoico, acido azelaico, acido lactico, acido glicdlico, acido piretrico, taninos,
bencilidencanfor y derivados de los mismos, alfa hidroxis, tensioactivos.

Las composiciones de algunas formas de realizacion de la presente divulgacion pueden estar bioconjugadas con
polietilenglicol (por ejemplo, PEG, SE-PEG) que preserva la estabilidad (por ejemplo, frente a actividades de
proteasa) y/o la solubilidad (por ejemplo, en un fluido biolégico tal como la sangre, los jugos digestivos) de los
principios activos, preservando su actividad bioldgica y prolongando su semivida.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden formularse en forma de masillas, ungiientos, inhalantes,
almohadillas tejidas / no tejidas, vendajes, esponjas, geles o hidrogeles, (formulados con, por ejemplo, gelatina,
acido hialurénico) o sobre la base de un poliacrilato o de un oleogel (por ejemplo, hecho de agua y Eucerin).

Los oleogeles que comprenden una fase tanto acuosa como grasa se basan particularmente en Eucerinum
anhidricum, una base de alcoholes de parafina y parafina, en la que el porcentaje de agua y de la base puede variar.
Adicionalmente pueden afadirse algunos componentes lipéfilos adicionales para que influyan en la consistencia, por
ejemplo, glicerina, polietilenglicoles de diferentes longitudes de cadena, por ejemplo, PEG400, aceites vegetales

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2565 185713

tales como aceite de almendras, parafina liquida, aceite neutro, y similares. Los hidrogeles de la presente
divulgacién pueden producirse mediante el uso de agentes formadores de geles y agua, en los que los primeros se
seleccionan especialmente de entre productos naturales tales como derivados de celulosa, tales como éster y éter
celulosa, por ejemplo, derivados de hidroxietil-hidroxipropilo, por ejemplo, tilosa, o también a partir de productos
sintéticos tales como derivados del acido poliacrilico, tales como Carbopol o Carbémero, por ejemplo, P934, P940,
P941. Pueden ser producidos o polimerizados basandose en normas conocidas, a partir de suspensiones
alcohdlicas, mediante la adicion de bases para la formacién de un gel.

Algunos ejemplos de cantidades de procolageno en el gel incluyen 0,01 - 30 g por 100 g de gel, 0,01 - 10 g por 100
g de gel, 0,01 - 8 g por 100 g de gel, 0,1 - 5 g por 100 g de gel.

Ademas, las composiciones farmacéuticas de este aspecto de la presente divulgacion también incluyen un portador
dermatolégicamente aceptable.

La expresion "portador dermatolégicamente aceptable”, se refiere a un portador que es adecuado para su aplicacion
topica sobre la piel, es decir, el tejido queratinoso, tiene unas buenas propiedades estéticas, es compatible con los
agentes activos de la presente divulgacion y con cualquier otro componente, y es seguro y no téxico para su uso en
mamiferos.

Con objeto de mejorar la absorcion percutanea del principio activo, pueden afiadirse uno o mas de diversos agentes
a las composiciones farmacéuticas, incluyendo, pero no se limitan a, dimetilsulféxido, dimetilacetamida,
dimetilformamida, tensioactivos, azona, alcohol, acetona, propilenglicol y polietilenglicol.

El portador utilizado en las composiciones de la divulgacion puede estar en una gran diversidad de formas. Estas
incluyen portadores en emulsion, que incluyen, pero no se limitan a, emulsiones de aceite en agua, de agua en
aceite, de agua en aceite en agua y de aceite en agua en silicona, una crema, un ungiento, una soluciéon acuosa,
una locién, un jabén, una pasta, una emulsién, un gel, un nebulizador, una espuma o un aerosol. Como
comprendera el artesano experto, un componente dado se distribuira principalmente en la fase acuosa o en la fase
de aceite / silicona, dependiendo de la solubilidad / dispersibilidad en agua del componente en la composicion.

Las emulsiones de acuerdo con la presente divulgacion contienen generalmente una cantidad farmacéuticamente
eficaz del agente divulgado en el presente documento, y un lipido o un aceite. Los lipidos y los aceites pueden
derivar de animales, de plantas o del petréleo, y pueden ser naturales o sintéticos (es decir, elaborados
artificialmente). Algunos ejemplos de emulsionantes adecuados se describen, por ejemplo, en la Patente de EE.UU.
n® 3.755.560, concedida a Dickert, et al., 28 de agosto de 1973; en la Patente de EE.UU. n°® 4.421.769, concedida a
Dixon, et al., 20 de diciembre de 1983; y en McCutcheon's Detergents and Emulsifiers, ediciéon norteamericana,
paginas 317 - 324 (1986).

La emulsion también puede contener un agente antiespumante para minimizar la formacion de espuma tras su
aplicacion en el tejido queratinoso. Algunos agentes antiespumantes incluyen siliconas de alto peso molecular y
otros materiales muy conocidos en la materia para dicho uso.

Las emulsiones adecuadas pueden tener una amplia variedad de viscosidades, dependiendo la forma del producto
deseado.

Algunos ejemplos de portadores adecuados que comprenden emulsiones de aceite en agua se describen en la
Patente de EE.UU. n® 5.073.371 a favor de Turner, D. J. et al., concedida el 17 de diciembre de 1991, y en la
Patente de EE.UU. n°® 5.073.372, a favor de Turner, D. J. et al., concedida el 17 de diciembre de 1991. Una emulsién
de aceite en agua especialmente preferida, que contiene un agente de estructuracion, un tensioactivo hidrofilo y
agua, se describe con detalle a continuacion.

Una emulsion de aceite en agua preferida comprende un agente de estructuracion para ayudar en la formacion de
una estructura reticular de un gel cristalino liquido. Sin estar cefiidos a ninguna teoria, se cree que el agente de
estructuracion ayuda a proporcionar unas caracteristicas reologicas a la composicion que contribuyen a la
estabilidad de la composicion. El agente de estructuracion también puede funcionar como emulsionante o como
tensioactivo.

En el presente documento también son utiles una amplia variedad de tensioactivos anionicos. Véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. n° 3.929.678, a favor de Laughlin et al., concedida el 30 de diciembre de 1975. Ademas, en el
presente documento también son utiles los tensioactivos anféteros y bipolares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden ser formuladas en cualquiera de una diversidad
de las formas utilizadas por la industria farmacéutica o cosmética para su aplicacion en la piel, incluyendo
soluciones, lociones, aerosoles, cremas, unglentos, balsamos, geles, aceites, lavados, etc., como se describe a
continuacion.
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Las composiciones farmacéuticas o cosméticas de la presente divulgacion pueden ser formuladas para que sean lo
suficientemente viscosas como para permanecer en el area de la piel tratada, que no se evaporen facilmente y/o que
nos eliminen facilmente con un aclarado con agua, sino que mas bien se eliminen con la ayuda de jabones,
limpiadores y/o champus.

Los métodos para la preparacion de las composiciones que tienen dichas propiedades son bien conocidos por los
expertos en la materia, y se describen con detalle en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 1990 (supra); y en
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 62 ed., Williams & Wilkins (1995).

Las composiciones tdpicas de la divulgacion en cuestion, que incluyen, pero no se limitan a, lociones y cremas,
pueden comprender un emoliente dermatoldgicamente aceptable. Segun se usa en el presente documento,
"emoliente" se refiere a un material util para la prevencion o el alivio de la sequedad, asi como para la proteccién de
la piel. Se conoce una amplia variedad de emolientes adecuados, y pueden ser usados en el presente documento.
Véase, por ejemplo, Sagarin, Cosmetics, Science and Technology, 22 Edicién, Vol. 1, pagina 3243 (1972), que
contiene numerosos ejemplos de materiales adecuados como emolientes. Un emoliente preferido es la glicerina.

Las lociones y las cremas de acuerdo con la presente divulgacion comprenden generalmente un sistema portador en
solucién y uno o mas emolientes.

La composicidon farmacéutica o cosmética aplicada tdpicamente de la presente divulgacion también puede incluir
componentes adicionales que se afiaden, por ejemplo, con objeto de enriquecer las composiciones farmacéuticas o
cosmeéticas con una fragancia y factores de nutricion de la piel.

Dichos componentes se seleccionan adecuados para su uso sobre tejido queratinoso humano sin la induccion de
toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, y similares en el ambito de un juicio médico razonable.
Ademas, dichos componentes 6ptimos son Utilmente proporcionados de forma que no alteren de forma inaceptable
los beneficios de los compuestos activos de la divulgacion.

El CTFA Cosmetic Ingredient Handbook, segunda edicién (1992) describe una gran diversidad de ingredientes
cosmeéticos no limitantes usados habitualmente en la industria del cuidado de la piel, que son adecuados para su uso
en las composiciones de la presente divulgacion. Algunos ejemplos de estas clases de ingredientes incluyen:
abrasivos, absorbentes, componentes estéticos tales como fragancias, pigmentos, colorantes, aceites esenciales,
estimulantes para la piel, astringentes, etc. (por ejemplo, aceite de clavo, mentol, canfor, aceite de eucalipto,
eugenol, lactato de mentilo, destilado de agua de hamamelis), agentes antiacné, agentes antiapelmazantes, agentes
antiespumantes, agentes antimicrobianos (por ejemplo, butilcarbamato de yodopropilo), antioxidantes, aglutinantes,
aditivos bioldgicos, agentes tamponantes, agentes de volumen, agentes quelantes, aditivos quimicos, colorantes,
astringentes cosméticos, biocidas cosméticos, desnaturalizantes, astringentes farmacolégicos, analgésicos externos,
formadores de pelicula o materiales, por ejemplo, polimeros, cuadyuvantes de las propiedades formadoras de
pelicula y de la sustantividad de la composicion (por ejemplo, copolimero de eicoseno y vinil pirrolidona), agentes
opacificantes, ajustadores del pH, propelentes, agentes reductores, secuestrantes, agentes acondicionadores de la
piel (por ejemplo, humectantes, incluyendo diversos y oclusivos), agentes suavizantes y/o curativos de la piel (por
ejemplo, pantenol y sus derivados, por ejemplo, etil pantenol), aloe vera, acido pantoténico y sus derivados,
alantoina, bisabolol, y glicirricinato de dipotasio, agentes para el tratamiento de la piel, espesantes, y vitaminas y
derivados de los mismos.

Se apreciara que el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en productos ya desarrollados o
que estan siendo desarrollados por compafiias cosméticas, que incluyen, pero no se limitan a, Estee Lauder, Helena
Rubinstein y L'Oreal.

Las composiciones farmacéuticas o cosméticas de la presente divulgacion pueden ser aplicadas directamente sobre
la piel. Alternativamente, pueden ser administradas a través de una aplicacién cutanea normal mediante diversos
sistemas de administracion transdérmica de farmacos que son conocidos en la materia, tales como parches
transdérmicos que liberan la composicion en la piel de una forma controlada en el tiempo. Otros sistemas de
administracion de farmacos conocidos en la materia incluyen frascos de aerosol presurizados, iontoforesis o
sonoforesis. La iontoforesis se emplea para aumentar la permeabilidad de la piel y facilitar la administracion
transdérmica. Las Patentes de EE.UU. n° 5.667.487 y 5.658.247 desvelan un aparato ionosonico adecuado para el
transporte iontoforético mediado por ultrasonidos de agentes terapéuticos a través de la piel. Alternativamente, o
ademas, también pueden emplearse liposomas o micelas como vehiculos de administracion.

Dado que las heridas y la isquemia pueden implicar al cuero cabelludo, las composiciones farmacéuticas de la
presente divulgacion incluyen adicionalmente emolientes, tensioactivos y/o acondicionadores que son adecuados
para su uso en la piel del cuero cabelludo y en el cabello.

Algunos emolientes incluyen, pero no se limitan a, aceites hidrocarbonados y ceras, tales como aceite mineral,

vaselina, y similares, aceites y grasas vegetales y animales, tales como aceite de oliva, aceite de palma, aceite de
ricino, aceite de maiz, aceite de soja, y similares, y lanolina y sus derivados, tales como lanolina, aceite de lanolina,
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cera de lanolina, alcoholes de lanolina, y similares. Otros emolientes incluyen ésteres de acidos grasos con entre 10
y 20 atomos de carbono, tales como, incluyendo miristico, estearico, isoestearico, palmitico, y similares, tales como
miristato de metilo, miristato de propilo, miristato de butilo, estearato de propilo, isoestearato de propilo, palmitato de
propilo, y similares. Otros emolientes incluyen acidos grasos con entre 10 y 20 atomos de carbono, incluyendo
estearico, miristico, laurico, isoestearico, palmitico, y similares. Algunos emolientes también incluyen alcoholes
grasos con entre 10 y 20 atomos de carbono, tales como cetilo, miristilo, laurilo, isoestearilo, estearilo y similares.

Preferiblemente, se utiliza un emulsionante / tensioactivo cuando las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacion se formulan para su uso sobre el cabello.

Algunos ejemplos de tensioactivos incluyen, pero no se limitan a, los productos de condensacion de 6xido de
espolioxialquileno de grupos funcionales aromaticos hidréfobos alquilo, alqueno o alquilo que tienen un hidrégeno
reactivo libre disponible para su condensacién, con 6xido de alquileno hidréfilo, éxido de polietileno, 6xido de
propileno, 6xido de butileno, 6xido de polietileno o polietilenglicol. Particularmente eficaces son los productos de
condensacion del octilfenol con entre 7 y 13 moles de 6xido de etileno, vendidos por Rohm & Haas Company con el
nombre comercial de productos de la serie TRITON 100®.

Otros ingredientes tales como, fragancias, agentes estabilizantes, colorantes, agentes antimicrobianos, agentes
antibacterianos, antiaglomerantes, absorbentes de radiacion ultravioleta, y similares, también estan incluidos en la
composicion de la presente divulgacion que se formula para su uso sobre el cabello.

También se utiliza un agente acondicionador estable frente a una hidrdlisis acida, tal como un compuesto de silicona
que tiene al menos una fraccion de amonio cuaternario junto con un monoquat etoxilado con objeto de estabilizar, y
opcionalmente de espesar, la composicion de la presente divulgacion que se formula para su uso sobre el cabello.

También puede incluirse un espesante opcional para mejorar la estética de la composicion y facilitar la aplicacion de
la composicién sobre el cabello. Algunos ejemplos de espesantes son metil celulosa, hidroxibutil metil celulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, hidroxietil etil celulosa e hidroxietil celulosa, di amida (sebo
hidrogenado) del acido ftalico, copolimero reticulado de anhidrido maleico-metil vinil éter, goma guar, goma xantica y
goma arabiga.

El portador de la composicion acondicionadora es predominantemente agua, pero también pueden incluirse
disolventes organicos con objeto de facilitar la elaboracion de la composicién o para proporcionar propiedades
estéticas, tales como un control de la viscosidad. Algunos disolventes adecuados incluyen alcoholes inferiores tales
como alcohol etilico y alcohol isopropilico; éteres de glicol, como 2-butoxietanol, etilenglicol monoetil éter,
propilenglicol y dietilenglicol monoetil éter o monometil éter y mezclas de los mismos. Algunos agentes
acondicionadores no limitantes que pueden usarse en acondicionadores opacos incluyen: cloruro de
esteariltrimetilamonio; cloruro de behenetrimetilamonio; bromuro de cetrimonio; cloruro de sojatrimonio; cloruro de
sebotrimonio; cloruro de sebodimetilamonio dihidrogenado; metosulfato de behentrimetilamonio; cloruro de Peg-2
oleamonio; bromuro de sebodimetilamonio dihidrogenado; metosulfato de sebodimetilamonio dihidrogenado; cloruro
de palmitiltrimetilamonio; cloruro de sebotrimetilamonio hidrogenado; bromuro de sebotrimetilamonio dihidrogenado;
cloruro de dicetiidimetilamonio; cloruro de diestearildimetilamonio; cloruro de dipalmitidimetilamonio; metosulfato de
sebotrimetilamonio dihidrogenado; tosilato de cetrimonio; cloruro de eicosiltrimetilamonio y cloruro de
disebodimetilamonio.

Las formulaciones de champu son en ocasiones ventajosas para el tratamiento de afecciones de la piel del cuero
cabelludo (por ejemplo, lesiones, psoriasis).

La composicién de champu para el cabello de la presente divulgacion puede proporcionarse en cualquier forma
seleccionada de entre un liquido, un polvo, un gel y un granulo, segun sea necesario. Se prefiere una composicion
liguida mediante el uso de agua o de un alcohol inferior como disolvente, siendo especialmente preferida una
composicion liquida mediante el uso de agua. Las composiciones de champu que pueden usarse de acuerdo con las
ensefianzas de la presente divulgacion se describen adicionalmente en la Patente de EE.UU. n°® 6194363 y en la
Patente de EE.UU. n° 6007802.

Se apreciara que el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en matrices basadas en
polimeros biocompatibles y/o biodegradables, incluyendo laminas, peliculas, esponjas de membrana y geles.

El procolageno puede ser absorbido o encapsulado en matrices basadas en polimeros biocompatibles o, como
alternativa, reticulado activamente con dichos construcciones mediante la exposicién a una radiaciéon ultravioleta,
técnicas deshidrotérmicas (DHT) o a través de reactivos quimicos tales como el reticulador de longitud cero
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Cornwell KG, et al., Biomed Mater Res A. Febrero
de 2007; 80 (2): 362 - 71). Los protocolos detallados de cémo puede incorporarse el procolageno de la presente
divulgacion en matrices de colageno se proporcionan en el siguiente Ejemplo 2 del presente documento.
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El procolageno de la divulgaciéon puede ser incluido en componentes de matrices acelulares biodegradables. Un
componente de matriz acelular generalmente juega un papel estructural. Por ejemplo, puede rellenar un defecto, un
orificio, un espacio o una cavidad del tejido y proporcionar un entorno en el que las células inyectadas o implantadas
pueden adherirse a la matriz o el tejido circundante y crecer y producir otros factores (por ejemplo, factores
quimiotacticos) que resultan del crecimiento del nuevo tejido. En muchos casos, la funcion de rellenar huecos de la
matriz es temporal y sélo permanece hasta que las células implantadas y/u hospedadoras migran a la zona y forman
nuevo tejido. Preferiblemente, la matriz acelular es biodegradable. La matriz es preferiblemente una sustancia sélida
o semisdlida que es insoluble en las condiciones fisioldgicas. Dichas composiciones son adecuadas para su
inyeccion o implantacion en un sujeto para la reparacion de un tejido que ha degenerado.

El término "biodegradable”, segun se usa en el presente documento, se refiere a una composicién que no es
bioldgicamente perjudicial y que puede ser degradada quimicamente o descompuesta por efectores naturales (por
ejemplo, el clima, las bacterias del suelo, las plantas o los animales). Algunos ejemplos de matrices que pueden
usarse en la presente divulgacion incluyen, sin limitacion, matrices acelulares que contienen proteinas autélogas y
no autdlogas, y matrices acelulares que contienen polimeros biodegradables.

El procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en cualquiera de las numerosas matrices
acelulares biodegradables que contienen proteinas no autélogas. Algunos ejemplos de matrices acelulares
biodegradables incluyen matrices que contienen cualquier tipo de colageno (por ejemplo, bovino, porcino, humano o
colageno biomodificado), o cualquier tipo de colageno con glucosaminoglicanos (GAG) reticulados, por ejemplo, con
glutaraldehido. Algunas matrices que contienen colageno incluyen, sin limitacion, esponjas de colageno absorbible,
membranas de colageno y esponjas 6seas. Algunos tipos utiles de colageno incluyen, por ejemplo, colageno bovino,
colageno porcino, colageno marino, colageno cadavérico humano, colageno biomodificado y colageno humano
autdlogo.

Las esponjas de colageno absorbible pueden adquirirse, por ejemplo, en Sulzer Calcitek, Inc. (Carlsbad, Calif.).
Estos apdsitos de esponjas de colageno, vendidos con los nombres comerciales COLLATAPE™, COLLACOTE™ y
COLLAPLUG™ estan hechos de colageno reticulado extraido del tendon flexor profundo bovino (de Aquiles) y de
GAG. Estos productos son blandos, plegables, no friables y apirogenos. Mas del 90 % de una esponja de colageno
consiste normalmente en poros abiertos.

Las matrices acelulares biodegradables en las que puede incorporarse el procolageno pueden contener colageno
(por ejemplo, colageno de tipo | bovino o porcino) formado en forma de, por ejemplo, una fina membrana. Una de
dichas membranas es fabricada por Sulzer Calcitek y se comercializa como BIOMEND™. Otra de dichas matrices
membranosa es comercializada como BIO-GIDE™ por Geistlich Sohne AG (Wolhusen, Suiza), y estd hecha de
colageno porcino de tipo | y de tipo lll. BIO-GIDE™ tiene una estructura bilaminar, con una superficie que es porosa
y que permite el crecimiento hacia el interior de las células, y una segunda superficie que es densa e impide el
crecimiento hacia el interior del tejido fibroso.

Otras matrices adecuadas que contienen colageno en las que puede incorporarse el procolageno de la presente
divulgacion incluyen COLLAGRAFT™ fabricada por NeuCell, Inc. (Campbell, Calif.) y los granulos de sulfato de
calcio alfa hemihidratado OSTEOSET™ vendidos por Wright Medical Technology (Arlington, Tenn.).

Las matrices acelulares biodegradables en las que puede incorporarse el procolageno de la presente divulgacion
también pueden estar hechas a partir de esponjas 6seas formadas en granulos o en bloques. Este material consiste
en hueso animal (por ejemplo, humano, de un primate no humano, bovino, de oveja, de cerdo o de cabra) del cual
se ha eliminado sustancialmente todo el material organico (por ejemplo, proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
carbohidratos y pequefias moléculas organicas tales como vitaminas y hormonas no proteicas). Este tipo de matriz
se denomina en el presente documento "matriz anorganica". Una de dichas matrices, que es comercializada como
granulos de esponja 6sea BIO-OSS™ vy bloques BIO-OSS™, es fabricada por Geistlich Sohne AG. Esta compafia
también fabrica una matriz en bloque (colageno BIO-OSS™) que contiene hueso anorganico y adicionalmente
contiene aproximadamente un 10 % de fibras de colageno en peso.

El hueso desmineralizado puede combinarse con el procolageno de la presente divulgacion para producir una matriz
en forma de una esponja, un bloque o una membrana. Un ejemplo de matriz hecha a partir de hueso humano
desmineralizado se forma, por ejemplo, en pequefios bloques y es comercializada como DYNAGRAFT™ por GenSci
Regeneration Laboratories, Inc. (Toronto, Ontario, Canada), TUTOPLAST™ por Tutogen Medical, Inc. (Clifton, N.J.),
o GRAFTON™ Demineralized Bone Matrix por Osteotech, Inc. (Eatontown, N. J.). Otras matrices extracelulares
biodegradables utiles en las que puede incorporarse el procolageno son aquellas que contienen gelatina, catgut,
hueso anorganico, coral, glucosaminoglucanos tales como mucopolisacarido o acido hialurénico o hidroxiapatito, o
mezclas de estas sustancias.

Ademas, pueden usarse polimeros sintéticos hechos de uno o varios mondmeros para elaborar las matrices
extracelulares biodegradables en las que puede incorporarse el procolageno de la presente divulgacion. Dichos
polimeros sintéticos incluyen, por ejemplo, acido poliglicolico, acido polilactico y acido poliglicélico-acido polilactico.
Los polimeros sintéticos también pueden combinarse con cualquiera de las sustancias mencionadas anteriormente
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para formar las matrices. Los diferentes polimeros que forman una Unica matriz pueden estar en compartimentos o
en capas individuales. Por ejemplo, W. L. Gore & Associates, Inc. (Flagstaff, Ariz.) fabrica una matriz acelular
biodegradable porosa (GORE RESOLUT XT Regenerative Material). Esta matriz esta formada por un glucélido
sintético bioabsorbible y una fibra de un copolimero de carbonato de trimetileno en la que las células pueden migrar,
unidos a una membrana oclusiva que esta formada por un glucdlido sintético bioabsorbible y un copolimero de
lactida que no permite el crecimiento hacia el interior de las células. Otros ejemplos de matrices biodegradables
adecuadas pueden encontrarse en la Patente de EE.UU. n° 5.885.829, por ejemplo.

Se apreciara que las matrices en las que se incorpora el procolageno de la presente divulgacion pueden estar
recubiertas con una o mas moléculas de unién conocidas en la materia, de forma que se mejore la capacidad de las
células de unirse a las matrices acelulares biodegradables. Estas moléculas de unién incluyen moléculas naturales
(por ejemplo, factores de la matriz extracelular tales como laminina y fibronectina) y moléculas sintéticas (por
ejemplo, péptidos que contienen los sitios de union de la fibronectina y/o de la laminina). Algunos ejemplos de
agentes utiles son, sin limitacién, componentes de la membrana basal, gelatina, goma arabiga, colageno de los tipos
I XIl, fibronectina, laminina, tromboespondina, entactina, proteoglucanos, glucosaminoglucanos y mezclas de los
mismos. Otras moléculas de adhesidon apropiadas incluyen carbohidratos simples, carbohidratos complejos,
asialoglucoproteinas, lectinas, factores de crecimiento, lipoproteinas de baja densidad, heparina, polilisina,
poliornitina, trombina, vitronectina y fibrinégeno. El uso de las moléculas de union y los métodos para unirlas a las
matrices acelulares biodegradables se describen en la Patente de EE.UU. n° 6.095.148.

El procolageno de la divulgacion también puede ser incluido en materiales de relleno acelulares biodegradables (es
decir, agentes de volumen). Dichas composiciones pueden ser adecuadas para su inyeccion en un sujeto con objeto
de preparar un tejido que ha degenerado. Un material de relleno generalmente cumple una funcion estructural. Por
ejemplo, puede rellenar un defecto, un orificio, un espacio o una cavidad del tejido y proporcionar un entorno en el
que las células inyectadas pueden adherirse al tejido circundante y crecer y producir otros factores (por ejemplo,
factores quimiotacticos) que resultan del crecimiento del nuevo tejido. En muchos casos, la funciéon de rellenar
huecos de la matriz es temporal y sélo permanece hasta que las células implantadas y/u hospedadoras migran a la
zona y forman nuevo tejido. Preferiblemente, el relleno es biodegradable. Los rellenos normalmente se proporcionan
y se usan en forma de una solucién o de una suspension viscosa.

De acuerdo con una forma de realizacién, el relleno en el que esta incorporado el procolageno es un relleno
dérmico.

Segun se usa en el presente documento, el término "relleno dérmico" se refiere a un tipo de material de aumento
tisular que generalmente se usa en la zona de la dermis, tal como por debajo de la epidermis o por encima de la
hipodermis, y como tal puede ser inyectado por via subcutanea, hipodérmica o intradérmica, o en alguna
combinacion.

Pueden usarse numerosos tipos de rellenos inyectables acelulares biodegradables junto con el procolageno de la
presente divulgacion. El relleno puede consistir en proteinas autélogas, que incluyen cualquier tipo de colageno
obtenido a partir de un sujeto. Un ejemplo de dicho relleno es AUTOLOGEN™, anteriormente producido por
Collagenesis Corp. (Beverly, Mass.). AUTOLOGEN™ es una dispersion de fibras de colageno dérmico autélogo de
un sujeto, y por lo tanto no desencadena ni siquiera una minima respuesta inmunitaria cuando se administra de
nuevo al sujeto. Con objeto de obtener AUTOLOGEN™ se obtiene una muestra de tejido (por ejemplo, de dermis,
de placenta o de cordén umbilical) a partir de un sujeto y se remite a Collagenesis Corp., donde es procesada en
una dispersion rica en colageno. Aproximadamente, una pulgada y media cuadrada de tejido dérmico puede producir
un centimetro cubico (cc) de AUTOLOGEN™. La concentracion de AUTOLOGEN™ puede ajustarse dependiendo
de la cantidad necesaria para corregir los defectos o aumentar el tejido en el sujeto. La concentracion de
AUTOLOGEN™ en la dispersion puede ser, por ejemplo, de al menos aproximadamente 25 mg/l (por ejemplo, de al
menos aproximadamente 30 mg/l, de al menos aproximadamente 40 mg/l, de al menos aproximadamente 50 mg/l o
de al menos aproximadamente 100 mg/l).

Un material de relleno inyectable acelular también puede contener proteinas no autélogas, incluyendo cualquier tipo
de colageno, tales como las descritas a continuacioén el presente documento.

Un ejemplo de matriz de relleno dérmico en la que puede incorporarse el procolageno es la fabricada por Johnson &
Johnson (EVOLENCE™) que incluye un colageno de origen porcino, segun se divulga en la Patente de EE.UU. n°
6.682.760.

Otros ejemplos de matrices de relleno dérmico en las que puede incorporarse el procolageno son las fabricadas por
Allergan Medical. Estas incluyen los rellenos dérmicos denominados ZYDERM™ (Collagen Corp., Palo Alto,
California) y ZYPLAST™, que son formulaciones inyectables de colageno bovino, y Cosmoderm y Cosmoplast, que
estan formadas por colageno humano. ZYDERM™ se prepara a partir de piel bovina y esta formado por atelopéptido
de colageno reconstituido en solucién salina con una pequefa cantidad de un anestésico local. ZYDERM™ se
describe en la Patente de EE.UU. n° 3.949.073. ZYPLAST™ es una preparacion de colageno bovino ligeramente
reticulado y es procesado mediante una reticulacion con glutaraldehido al 0,25 %, seguida de una filtracion y un
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cizallamiento mecanico a través de una malla fina. Las metodologias implicadas en la preparacion y la utilizacion
clinica de este material se divulgan en la Patente de EE.UU. n° 4.582.640 y en la Patente de EE.UU. n° 4.642.117.

COSMODERM™ y COSMOPLAST™ son rellenos dérmicos aprobados para la correccion de arrugas faciales,
cicatrices acnéicas y otras deficiencias de contorno de los tejidos blandos, asi como para la restauracion del
contorno de labios. El colageno de COSMODERM™ y COSMOPLAST™ se purifica a partir de tejido dérmico
humano que se ha cultivado en unas condiciones controladas.

La presente divulgacion también concibe la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion en rellenos
dérmicos basados en microesferas tales como ARTEFILL1™. ARTEFILL™ es una combinaciéon unica de
microesferas sintéticas filtradas con precision (20 %) suspendidas uniformemente en Ultra-Purified Collagen™ (80
%). Después de inyectar ARTEFILL™, las esferas microscopicas estimulan la propia produccion natural de colageno
del cuerpo para que sustituyan al colageno purificado. La tecnologia basada en microesferas de este producto se
divulga en la Patente de EE.UU. n°® 5.344.452.

ISOLAGEN™ es otro producto de relleno dérmico en el que puede ser util incorporar el procolageno de la presente
divulgacion. ISOLAGEN™ (fabricado por Isolagen Inc.) comprende fibroblastos autélogos cultivados. Este relleno
dérmico se divulga en las Patentes de EE.UU. n® 5.591.444 y 6.432.710.

HUMALLAGEN™ fabricado por Albiorex International, es un colageno humano derivado de placenta para
inyecciones de relleno dérmico para la correccion de las arrugas faciales. Este relleno dérmico se divulga en la
Patente de EE.UU. n° 5.002.071.

El procolageno de la presente divulgacion también puede ser incorporado en DERMALOGEN™ (Angiotech
Pharmaceuticals). Este producto es una matriz de colageno inyectable procedente de piel humana después de la
eliminacion de las proteinas que no son colageno, y se usa como un material de implante alogénico comercial
estandar.

El procolageno de la presente divulgacion también puede ser incorporado en FASCIAN™ (Fascian Biosystems).
Este es un material de implante humano inyectable hecho a partir de fascia.

Otros ejemplos de materiales de relleno utiles en los que puede incorporarse el procolageno de la presente
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, gelatina solubilizada, acido poliglicélico (por ejemplo, acido poliglicélico
solubilizado o particulas de acido poliglicélico), o suturas de catgut. Un implante de matriz de gelatina particular se
vende, por ejemplo, con el nombre comercial FIBRIL™. Este relleno contiene volimenes iguales de (1) una mezcla
de polvo de gelatina porcina y acido o-aminocaproico dispersado en una solucion de cloruro de sodio al 0,9 % (en
volumen), y (2) una alicuota de plasma del sujeto. Otras sustancias futiles como rellenos incluyen hialuron, acido
hialurénico, restalina y parleano.

De acuerdo con otra forma de realizacion, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en una
matriz para su uso en un procedimiento de fusién medular. Los procedimientos de fusién medular estan indicados en
el tratamiento de enfermedades degenerativas de los discos intervertebrales, una causa habitual de dolor lumbar.

Por lo tanto, por ejemplo, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en una esponja tal como
INFUSE™ (una esponja hecha a partir de colageno bovino de tipo 1), fabricada por Medtronic. Para el procedimiento
de fusion medular, las esponjas se empapan en proteina morfogenética 6sea humana recombinante (rhBMP-2) y
después se insertan en dispositivos de jaula (INTER FIX y/o INTER FIX RP Threaded Fusion Devices), antes de su
implantacion entre las vértebras.

Otro soporte usado para los procedimientos de fusion medular en los que puede ser incorporado el procolageno de
la presente divulgacion es el denominado OP-1™, fabricado por Stryker. Este soporte consiste en rh-BMP-7 y
colageno bovino, que son reconstituidos con solucién salina para formar una pasta.

Otras matrices para la fusion medular en las que puede ser incorporado el procolageno de la presente divulgacion
son las que se ensefan en las Patentes de EE.UU. n° 5645084, 5776193, 5910315, 6187047, 6425920, 6613091,
7041309 y en las Solicitudes de Patente de EE.UU. n° 2004/0192658, 2002/0082697 y 2005/0037978.

De acuerdo con otra forma de realizacion mas, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en
una matriz que comprende colageno para su uso en injertos 6seos. Consecuentemente, el procolageno de la
presente divulgacion puede ser incorporado en las matrices divulgadas en las Patentes de EE.UU. n® 4789663,
5171574, 5866113, 6077988, 6166184, 6630153, 7172629 y en las Solicitudes de Patente de EE.UU. n°
2002/0082694, 2007/0254042 y 2006/0233853.

La matriz puede tener incorporados granulos ceramicos tales como MASTERGRAFT™ Matrix y masilla
MASTERGRAFT™, ambos fabricados por Medtronics, y COLLAGRAFT™ (fabricado por Angiotech Pharmaceuticals
y distribuido por Zimmer). Este ultimo producto consiste esencialmente en una mezcla de microesferas porosas
formadas por un 60 % de hidroxiapatito y un 40 % de fosfato de tricalcio ceramico y colageno fibrilar. Otro soporte
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poroso contemplado para la incorporacion del procolageno es el soporte Integra OS™, que esta hecho a partir de
colageno muy purificado de tipo | y fosfato de tricalcio. Un producto similar es BI-OSTETIC FOAM™, fabricado por
Berkeley Advanced Biomaterials. Es un injerto dseo estéril formado por colageno fibrilar bovino de tipo | muy
purificado y BI-OSTETIC™ granulos reabsorbibles de un 60 % de hidroxiapatito y un 40 % de fosfato de tricalcio.

La matriz puede ser maleable o no maleable. La Solicitud de Patente de EE.UU. 20070178130 ensefia una matriz
maleable ejemplar en la que puede ser incorporado el procolageno de la presente invencion.

Algunos ejemplos de matrices maleables en las que puede ser incorporado el procolageno de la presente
divulgacion para un injerto 6seo incluyen la masilla MASTERGRAFT™, mencionada anteriormente en el presente
documento; la masilla MOZAIC™, fabricada por Integra; la masilla Integra OS™, fabricada por Integra, la masilla
6sea DBX™ fabricada por Synthes y la masilla GENEX™, fabricada por Biocomposites, y la pasta GENEX™,
fabricada por Biocomposites. GENEX™ es un material de injerto 6seo reabsorbible fabricado a través de un proceso
patentado que confiere al producto una carga superficial negativa reproducible. Otra pasta contemplada por la
presente divulgacion es BIOSET™ RT Allograft Paste. Esta es una pasta de matriz 6sea desmineralizada moldeable
mezclada con virutas 6seas corticales de tamafio uniforme, fabricada por RTI biologics.

De acuerdo con una forma de realizacién, la matriz de colageno para su uso en injertos 6seos en las que puede ser
incorporado el procolageno esta en forma de tiras flexibles, tales como las tiras MOZAIC™, fabricadas por Integra,
HEALOS™, fabricadas por Johnson and Johnson, y VITOSS™ fabricadas por Orthovita.

Se apreciara que la matriz de colageno para su uso en los injertos por ser también puede ser moldeada en bloques y
en otras formas, tales como algunos de los productos VITOSS™ fabricados por Orthovita. Los productos VITOSS™
estan cubiertos por la Patente de EE.UU. n°® 5.939.039.

La presente divulgacion también contempla la adicion de procolageno a los soportes de Osteotech que incluyen, por
ejemplo, MAGNIFUSE™. MAGNIFUSE™ es una combinacién de aloinjerto 6seo en una malla polimérica que
proporciona una administracion dirigida y contenida. La malla polimérica esta hecha de un material de sutura
biodegradable y esta disefiada para un crecimiento hacia el interior eficaz y una completa reabsorcién a los entre
tres y seis meses, sin interferir en la regeneracion ésea.

Ademas, la presente divulgacion contempla la adicion del procolageno a los soportes de Pioneer Surgical tales como
FORTROSS™, que es una combinaciéon de hidroxiapatito NANOSS™ y una promocion del crecimiento dseo del
soporte E-MATRIX™ y el Bioset RTI™.

De acuerdo con otra forma de realizacion mas, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en
cementos 6seos tales como los fabricados por Biomet.

En el mercado hay disponibles diversos productos basados en colageno y no basados en colageno para la
sustitucion de la piel en los que puede ser incorporado el procolageno de la presente divulgacion. Por ejemplo, el
procolageno de la presente divulgacion ser incorporado en recubrimientos de piel artificial. Los recubrimientos de
piel artificial pueden usarse como un cubrimiento temporal en pacientes con quemaduras de tercer grado, evitando
el riesgo de las enfermedades infecciosas relacionadas con los aloinjertos cadavéricos humanos (HCA).
Consecuentemente, la presente divulgacion contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion
en los productos de piel ensefiados en las Patentes de EE.UU. n® 4882162, 5273900, 5460939, 6040493, 4837379,
5830507, 5536656, 4060081, 5032508, 5443950, 5837278, 5256418, 6497875,5266480, 5591444, 586398,
5,489,304, 5660850, 6855860 y en la Patente Internacional n° WO/1997/006837.

Un ejemplo de un recubrimiento de piel artificial es TRANSCYTE™, también conocido como DERMAGRAFT™. Esto
es una capa epidérmica sintética que es biocompatible y protege la superficie de la herida de una infeccion. Es
semipermeable, lo que permite el intercambio de fluidos y gases. La capa interna de TRANSCYTE™ se crea
mediante el cultivo de fibroblastos derivados de prepucio neonatal humano en una red de silicio y nailon. Los
procedimientos de congelacion destruyen los fibroblastos, dejando atras un producto solido de factores de
crecimiento, incluyendo las proteinas esenciales estructurales de la matriz y provisionales humanas,
glucosaminoglucanos y factores de crecimiento que se sabe que facilitan la curacién. La capa interna, que contiene
los componentes dérmicos que se sabe que promueven la curaciéon de la quemadura, se adhiere rapidamente a la
superficie de la herida. Las células epiteliales del paciente proliferan y migran a través de la herida, dando como
resultado una rapida curacién de las heridas.

BIOBRANE™ (Smith and Nephew, Holanda) es un producto de vendaje biosintético que consiste en una tela de
nailon parcialmente incluida en una pelicula de silicio. El colageno se une quimicamente a la compleja estructura
tridimensional del hilo triflamentoso. La sangre o el suero se coagulan en la matriz de nailon, que adhiere el apdsito
a la herida hasta que se produce la epitelizacion o hasta que es posible un autoinjerto.

INTEGRA™ (Integra Artificial Skin Dermal Regeneration Template; Integra LifeSciences Corp, New Jersey, EE.UU.)
es una membrana bicapa que consiste en una capa epidérmica sintética de polisiloxano y una capa dérmica que
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consiste en una red porosa de fibras de colageno reticuladas. La capa de dérmica es un molde biodegradable en el
que los vasos sanguineos y linfaticos, los fibroblastos y otras células migran desde la red hacia el tejido sano
circundante. Los fibroblastos degradan el molde y recrean una matriz de colageno. Entre siete y catorce dias
después de haber sido aplicada la piel artificial, se retira la capa epidérmica sintética y puede injertarse piel sobre la
herida.

ALLODERM™, fabricado por BioHorizons, es una matriz dérmica acelular alogénica no biolégica inmunolégicamente
inerte, con un complejo de membrana basal intacto. Prepara el lecho de la herida para el injerto, permite un mejor
"agarre" del aloinjerto cultivado y proporciona una membrana basal intacta.

Otro equivalente cutaneo bioldgico, la piel compuesta cultivada (ORCEL™, Ortec), consiste en fibroblastos y
queratinocitos alogénicos sembrados en los lados opuestos de una matriz bicapa de colageno bovino.

La presente divulgacion también contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion en un
material de aposito derivado de cerdos: matriz de colageno acelular de submucosa de intestino delgado porcino
(OASIS™) y una matriz de colageno xenogénico acelular (E-Z-DERM™).

Tissue Sciences (Covington, Ga.) comercializa un producto conocido como PERMACOL™, que esta formado por
dermis porcina reticulada. DePuy (Warsaw, Ind.) comercializa el RESTORE PATCH™ que esta fabricado a partir de
submucosa de intestino delgado porcino. Biomet (Warsaw, Ind.) comercializa un producto conocido como
CUFFPATCH™, otro producto de intestino delgado porcino. Los productos CUFFPATCH™ y RESTORE PATCH™
proporcionan soportes biocompatibles para la reparacién de heridas, y también pueden ser incorporados con el
procolageno de la presente divulgacion. La fabricacion de dichos parches a partir de submucosa de intestino
delgado porcino se describe en la Patente de EE.UU. n° 4.902.508 a favor de Badylak et al. y en la Patente de
EE.UU. n° 5.573.784 a favor de Badylak et al.

Para la reparacion de grandes desgarros de la piel o de heridas cutaneas crénicas (por ejemplo, los pies de
personas diabéticas), es deseable el uso de un soporte o de un material de injerto para ayudar a soportar el tejido
lesionado y guiar su reparacion.

Consecuentemente, la presente divulgacion contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion
en soportes tales como los que se ensefian en las Patentes de EE.UU. n°® 5.336.616; 5.024.830; 4.865.871.

Se han usado varios tipos de materiales para dichos procedimientos. Wright Medical (Memphis, Tenn.) comercializa
un producto conocido como GRAFTJACKET™, que es fabricado por Lifecell Corporation (Branchburg, N. J.) a partir
de piel cadavérica humana. La piel experimenta un proceso que elimina la epidermis y las células dérmicas. Este
proceso permite que el cuerpo acepte la matriz y reduce la respuesta de rechazo. Las etapas de procesado que
producen la GRAFTJACKET™ Matrix preservan lo suficiente el tejido dérmico humano, incluyendo su proteina
natural, la estructura del colageno, los canales de los vasos sanguineos y la composicién bioquimica esencial, para
permitir la repoblacion celular y la revascularizacion a través del proceso de curacion natural del cuerpo.

Después de la implantacion, el proceso de reparacion natural del cuerpo revasculariza y repuebla la
GRAFTJACKET™ Matrix con células y permite que el cuerpo convierta la GRAFTJACKET™ Matrix en tejido vivo,
por ejemplo, en piel. Esto significa que el cuerpo puede usar la GRAFTJACKET® Matrix como si se reparara a si
mismo. Consecuentemente, la presente divulgacion contempla la incorporaciéon del procolageno de la presente
divulgacion en el soporte GRAFTJACKET™.

Otra matriz para el tratamiento de heridas profundas en las que puede ser incorporado el procolageno de la presente
divulgacién es la INTEGRA Flowable Wound Matrix™, producida por Integra Lifesciences, que es una avanzada
matriz de tratamiento de heridas formada por colageno de tendén bovino reticulado granulado y
glucosaminoglucano. El colageno-glucosaminoglucano granulado es hidratado con soluciéon salina y aplicado en
sitios con heridas de dificil acceso y en heridas en tunel. Proporciona un soporte para la invasion celular y el
crecimiento de los capilares.

La presente divulgacion también contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion en
productos sellantes hemostaticos que comprenden colageno tales, los divulgados en las Patentes de EE.UU. n°
4016877, 4578067, 4606910, 5951583, 6096309, 6596304 y en la Solicitud de Patente de EE.UU. n® 2004/0076647.

VITAGEL™ Surgical Hemostat, producido por Orthovita, es un producto hemostatico liquido pulverizable formado
por trombina bovina y colageno bovino que se mezclan con plasma derivado de sangre autéloga. Vitagel funciona
mediante la combinacion de la suspension de trombina / colageno con el propio plasma del paciente, para formar un
coagulo de fibrina / colageno. Unas jeringas unidas, una que contiene el plasma (humano) del paciente, y la otra una
mezcla acuosa de trombina bovina y colageno, mezclan estos componentes para su pulverizacion sobre heridas
hemorragicas.
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AVITENE Ultrafoam™, una esponja de colageno producida por Bard, es otro hemostatico de colageno indicado para
detener las hemorragias durante procedimientos quirurgicos, al acelerar la formacién del coagulo sanguineo.

INSTAT™ Collagen Absorbable Hemostat, de Johnson & Johnson, es otro hemostatico ejemplar que puede ser
incorporado con el procolageno de la presente divulgacion. Esta disponible en forma de una almohadilla, asi como
en polvo. INSTAT™ Collagen Absorbable Hemostat esta hecho con colageno dérmico bovino purificado y liofilizado.
El material, cuando se prepara en forma de una almohadilla de tipo esponja, esta ligeramente reticulado, es estéril,
apirégeno y absorbible.

El engrosamiento uretral para el tratamiento de la incontinencia urinaria implica la inyeccion de material alrededor de
la uretra. Esto puede realizarse para cerrar un orificio en la uretra a través del cual se pierde orina, o para aumentar
el espesor de la pared de la uretra de forma que se cierre fuertemente cuando se contiene la orina. La mayoria de
los materiales de engrosamiento son inyectados alrededor de la uretra justo en el exterior del musculo de la uretra
en la salida de la vejiga. La inyeccion del material de engrosamiento puede llevarse a cabo a través de la piel, a
través de la uretra o, en mujeres, a través de la vagina. La colocacion de la aguja esta guiada mediante el uso de un
cistoscopio insertado en la uretra. Los materiales usados para el engrosamiento uretral normalmente incluyen
politetrafluoroetileno (PTFE), colageno bovino (colageno bovino reticulado con glutaraldehido) y durasfera.
Consecuentemente, la presente divulgacion contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion
en la matriz de colageno usada para el engrosamiento uretral.

Por lo tanto, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en el implante de colageno
denominado Contigen™ Bard™ fabricado por Bard, o en los implantes divulgados en las Patentes de EE.UU. n°
4773393, 5385561, 5989180 y 6328687 .

Las graves heridas abiertas ofrecen un punto de entrada para las infecciones nosocomiales. Las heridas se infectan
no so6lo como resultado de los procedimientos médicos, sino también por el aire circulante del hospital y por los
microbios cutaneos. Las heridas deben mantenerse limpias y exentas de contaminacion bacteriana, o la poblacion
bacteriana de una herida debe reducirse mediante la aplicacién de los antisépticos apropiados. Varios tipos de
apositos intentan abordar las necesidades de reducir la cargar biolégica. Estos incluyen apésitos secos, apdsitos
himedos, apésitos de alginato, apdsitos de hidrocoloide y de hidrogel, asi como apésitos basados en colageno y
apositos de gasa. En dichos apésitos se puede incorporar el procolageno de la presente divulgacion.

Un ejemplo de apdsitos para heridas que comprenden colageno en los que se puede incorporar el procolageno de la
presente divulgacion incluyen los divulgados en las patentes de EE.UU. n°® 4950699, 5196185, 5676967, 5735812,
5.836.970, 5888987, 6087549, 7041868 y en las Solicitudes de Patente de EE.UU. 20040001878, 20050260251,
20060188486, 20070250177, 20070255192, 20070154530 y 20080213344.

Por lo tanto, por ejemplo, el procolageno de la presente divulgacion puede ser incorporado en los apésitos para
heridas de Integra, incluyendo HELISTAT™ y HELITENE™. HELISTAT™ esta hecho a partir de una esponja
hemostatica de colageno absorbible, mientras que HELITENE™ este hecho a partir de una forma fibrilar de
colageno absorbible. En ambos productos, el colageno es procesado a partir de tenddn flexor profundo bovino.

INTEGRA Bilayer Matrix Wound Dressing™ es un avanzado dispositivo para el tratamiento de heridas formado por
una matriz porosa de colageno de tendén bovino reticulado y glucosaminoglucano y una capa semipermeable de
polisiloxano (silicona). La membrana de silicona semipermeable controla la pérdida de vapor de agua, proporciona
un adherente flexible que cubre la superficie de la herida y afiade un aumento en la resistencia al desgarro al
dispositivo. La matriz biodegradable de colageno-glucosaminoglucano proporciona un soporte para la invasion
celular y el crecimiento de los capilares.

Johnson and Johnson produce diversos apodsitos para heridas, todos los cuales estan contemplados para la
presente divulgacion. Algunos ejemplos de apdsitos para heridas incluyen NU-GEL™, FIBRACOLL PLUS™, Instat™
y PROMOGRAN MATRIX™,

NU-GEL™ es una formulacion estéril en hidrogel de polivinilpirrolidona conservada en agua. El gel esta soportado
por una malla de tela de fibras fusibles y protegido en ambos lados por una pelicula de polietileno. El apdsito NU-
GEL™ favorece la autolisis natural mediante la rehidratacion y el ablandamiento del tejido necroético, proporcionando
un entorno humedo a la herida. Protege frente a la deshidratacion, la contaminacion bacteriana y absorbe los
exudados de la herida.

Se apreciara que el apésito para heridas puede estar formado por un material compuesto tal como celulosa y
colageno o alginato y colageno.

PROMOGRAN MATRIX™ es un ejemplo de un apésito que combina celulosa oxidada regenerada y colageno.
FIBRACOLL PLUS™ es un aposito formado por hasta un 90 % de colageno y un 10 % de alginato. Esta
combinacién mantiene un entorno himedo en la herida, que conduce a la formacion de tejido de granulacion y a una
epitelizacién que permite que la curacién se produzca de forma 6ptima.
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Organogénesis también produce una variedad de apdsitos para heridas que estan contemplados para su
incorporacion en la presente divulgacion.

Por lo tanto, por ejemplo, la presente divulgacién contempla la incorporacion del procolageno en FORTADERM™.
Este apdsito para heridas consiste en una monocapa de una lamina fenestrada de colageno intestinal porcino.

ColActive™ y ColActive Ag™ son apdsitos para heridas basados en colageno producidos por Covalon Technologies.
ColActive™ se produce a partir de colageno porcino desnaturalizado de calidad USP. ColActive™ también puede
estar impregnado con sales de plata para crear un aposito para heridas antiséptico basado en colageno - ColActive
Ag™.

BioCore Medical Technologies produce apdsitos para heridas tales como MEDIFIL™, SKINTEMP™ y COLLATEK™.
Las particulas de MEDIFIL™ comprenden colageno bovino de tipo | y estan destinadas a heridas de cavidades
profundas supurativas, socavadas, tunelizadas, infectadas o contaminadas. Las almohadillas de MEDIFIL™ son
para heridas supurativas de cavidades profundas. SKINTEMP™ esta formado por laminas de colageno poroso
unidas a un revestimiento no adherente, y esta indicado para heridas supurativas secas superficiales. COLLATEK™
comprende colageno bovino de tipo I.

Southwest Technologies produce un producto denominado STIMULEN™ que es un ap6sito estéril primario de un
solo uso formado por una base de colageno bovino modificado soluble. El colageno de STIMULEN™ es soluble en
el fluido de la herida y se suministra en forma de un polvo o de un gel o de una lamina.

Healthpoint ofrece un recubrimiento para heridas estéril denominado OASIS™ que ayuda a la regeneracion del
tejido en heridas con un grosor parcial. Proporciona una matriz de colageno disefiada en tejido derivada de
submucosa de intestino delgado porcino (SIS). OASIS™ tiene una vida de almacenamiento de un afio y esta
disponible en laminas fenestradas de grosor unico.

PURACOL™, producido por Medline, es otro apdsito mas para heridas basado en colageno en el que se puede
incorporar el procolageno de la presente divulgacion. Este producto comprende un 100 % de colageno puro de
origen bovino en su forma natural de hélice triple.

TENOGLIDE™ Tendon Protector Sheet de Integra es un implante (dispositivo) absorbible que proporciona un
atrapamiento protector no constrictor para tendones lesionados. También se contempla que dicho producto sea
incorporado con el procolageno de la presente divulgacion. TENOGLIDE™ esta formado por una matriz porosa de
colageno bovino de tipo | reticulado y glucosaminoglucano (GAG). TenoGlide Tendon Protector esta disefiado para
que sirva como una interfase entre el tendon y los tejidos circundantes. TenoGlide Tendon Protector es una lamina
facil de manipular, comoda, porosa de colageno-GAG disefiada para una facil colocacion debajo, alrededor o sobre
un tenddn lesionado.

También puede usarse la matriz de tejido regenerativo GRAFTJACKET™ para proteger tendones. Este producto ha
sido descrito anteriormente en el presente documento.

El cierre quirdrgico de la duramadre, o duroplastia, es una parte esencial de cualquier procedimiento de neurocirugia
abierta. Las lesiones traumaticas en la cabeza y la médula espinal a menudo dan como resultado desgarros y
laceraciones en la duramadre que requieren una reparacion quirdrgica. La duramadre es una resistente lamina de
tejido conectivo fibroso que forma la membrana protectora externa que envuelve el cerebro y la médula espinal. La
duramadre es el primer tejido del cerebro que aparece durante cualquier procedimiento de neurocirugia. El
neurocirujano tiene que cortar a través de la duramadre para obtener acceso al cerebro. Al final de un procedimiento
de neurocirugia debe conseguirse una reparacion "estanca" de la duramadre para impedir una pérdida de liquido
cefalorraquideo de sustento (LCR) desde los tejidos del cerebro y la médula espinal. Consecuentemente, la presente
divulgacion contempla la incorporacion del procolageno de la presente divulgacion en las matrices usadas para una
duroplastia.

Dichas matrices basadas en colageno para la duroplastia se divulgan en las Solicitudes de Patente de EE.UU. n° US
20070161109 y 20030204270. Un producto ejemplar que puede ser incorporado con el procolageno de la presente
divulgacion es DURAGEN™ de Integra Lifesciences, que comprende una matriz de colageno de tipo I.

Como resultado de la elevada incidencia de lesiones neuroldgicas, regeneracion y reparacion nerviosa, un
subcampo de disefio de tejido neural es un campo en rapido crecimiento dedicado al descubrimiento de nuevas
formas para recuperar la funcionalidad nerviosa después de una lesion. La presente divulgacion contempla la
incorporacion del procolageno de la presente divulgacion en matrices basadas en colageno disefiadas para ayudar
en la regeneracion de los nervios.

Las envolturas nerviosas se divulgan en las Solicitudes de Patente de EE.UU. n° 2004/0048796 y 2003/0072749.
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Collagen Matrix Inc. produce una envoltura nerviosa denominada Collagen Nerve Wrap™, que es una matriz de
colageno reabsorbible que proporciona un atrapamiento no constrictor para nervios periféricos lesionados para la
proteccion del entorno neural, y esta disefiado para que sea una interfase entre el nervio y el tejido circundante.

NeuraWrap™ producido por Integra es otro protector nervioso, que es un implante de colageno absorbible que
proporciona un atrapamiento no constrictor para nervios periféricos lesionados para la protecciéon del entorno neural.
La pared del conducto tiene una ranura longitudinal que permite que NeuraWrap™ se extienda ampliamente para
una facil colocacion sobre el nervio lesionado. La elasticidad del conducto de colageno permite que NeuraWrap
recubra y mantenga el cierre una vez que el dispositivo es colocado alrededor del nervio.

Se espera que durante la vida de una patente que madura a partir de esta solicitud se desarrollen muchas
composiciones, matrices y portadores relevantes, y el ambito de los términos proporcionados en el presente
documento pretende incluir a priori todas dichas nuevas tecnologias.

Segun se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a £ 10 %.

Los términos "comprende", "que comprende”, "incluye", "incluyendo", "que tiene" y sus conjugados, significan
"incluyendo pero no se limita a". Este término engloba los términos "que consiste en" y "que consiste esencialmente

”

en.

La expresion "que consiste esencialmente en" significa que la composicion o el método puede incluir ingredientes y/o
etapas adicionales, pero Unicamente si los ingredientes y/o las etapas adicionales no alteran significativamente las
caracteristicas basicas y novedosas de la composiciéon o del método reivindicado.

Segun se usa en el presente documento, la forma singular "un", "una" y "el / Ia" incluyen las referencias en plural
salvo que el contexto lo indique claramente de otro modo. Por ejemplo, el término "un compuesto” o "al menos un
compuesto” pueden incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

A lo largo de esta solicitud pueden presentarse diversas formas de realizacion de esta divulgacion en un formato de
intervalos. Deberia entenderse que la descripcion en un formato de intervalos es simplemente por conveniencia y
brevedad, y no deberia interpretarse como una limitacién inflexible del ambito de la divulgacion. Consecuentemente,
deberia considerarse que la descripcion de un intervalo ha divulgado especificamente todos los posibles
subintervalos, asi como los valores numéricos individuales dentro del intervalo. Por ejemplo, deberia considerarse
que la descripcion de un intervalo tal como de entre 1 y 6 ha divulgado especificamente subintervalos tales como
desde 1 hasta 3, desde 1 hasta 4, desde 1 hasta 5, desde 2 hasta 4, desde 2 hasta 6, desde 3 hasta 6 etc., asi
como las cifras individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5y 6. Esto aplica independientemente de
la anchura del intervalo.

Siempre que en el presente documento se indique un intervalo numérico, se entiende que incluye cualquier nimero
indicador (fraccionario o entero) dentro del intervalo indicado. Las frases "que varia(n) entre" un primer ndimero
indicado y el segundo numero indicado, y "que varia(n) desde" un primer ndmero indicado "hasta" un segundo
numero indicado, se usan en el presente documento de forma intercambiable, y se entiende que incluyen el primer y
el segundo numero indicado asi como todos los nimeros fraccionarios y enteros entre los mismos.

Segun se usa en el presente documento el término "método" se refiere a formas, medios, técnicas y procedimientos
para llevar a cabo una tarea dada que incluyen, pero no se limitan a, aquellas formas, medios, técnicas y
procedimientos ya conocidos, o facilmente desarrollados a partir de formas, medios, técnicas y procedimientos
conocidos por los profesionales de las artes quimicas, farmacoldgicas, bioldgicas, bioquimicas y médicas.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la divulgacion, que por claridad se han descrito en el contexto de formas de
realizacion individuales, también pueden proporcionarse combinadas en una Unica forma de realizacion. Por el
contrario, diversas caracteristicas de la divulgacion, que por brevedad se han descrito en el contexto de una Unica
forma de realizacion, también pueden proporcionarse individualmente o en cualquier subcombinacién adecuada o
segun sea adecuado en cualquier otra forma de realizacion descrita de la divulgacion. Algunas de las caracteristicas
descritas en el contexto de varias formas de realizacién no deben ser consideradas caracteristicas esenciales de
esas formas de realizacion, salvo que la forma de realizacion sea inoperante sin esos elementos.

Varias formas de realizacion y aspectos de la presente divulgacion segun se han definido anteriormente en el
presente documento y segun se reivindica en la siguiente seccién de reivindicaciones encuentran apoyo
experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran algunas
formas de realizacién de la invencion de una forma no limitante.
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Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y en los procedimientos de laboratorio utilizados en
la presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican en profundidad en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual"
Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumenes | - Il Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Mariland (1989); Perbal, "A
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1 -
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); las metodologias segun se establecen en las Patentes
de EE.UU. n° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook",
Volumenes | - Il Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de Freshney,
Wiley-Liss, N. Y. (1994), tercera edicion; "Current Protocols in Immunology" Volumenes | - 1ll Coligan J. E., ed.
(1994); Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (82 edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994);
Mishell y Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los
inmunoensayos disponibles son ampliamente descritos en la bibliografia patente y cientifica, véase, por ejemplo, las
Patentes de EE.UU. n° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654;
3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide
Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1985);
"Transcription and Translation" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed.
(1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B.,
(1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1, 2, 317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996); a lo largo de este documento se proporcionan
otras referencias generales. Se cree que los procedimientos del presente documento son bien conocidos en la
materia, y se proporcionan por conveniencia del lector.

EJEMPLO 1
Expresién del procolageno en plantas de tabaco

Construcciones - Todas las secuencias codificantes fueron optimizadas para su expresiéon en la planta de tabaco.
Las Figuras 1 A - D muestran los genes sintéticos codifican para la Col1 (la cadena a1 del colageno de tipo |
humano, nimero de registro P02452, eliminada la sefial ER; Figura 1 A), la Col2 (la cadena a2 del colageno de tipo |
humano, nuimero de registro P08123, eliminada la sefal ER; Figura 1 B), la P4Ha (la subunidad alfa de la 4-
hidroxilasa de prolilo humana, nimero de registro P13674, eliminada la sefial ER; Figura 1 C), la P4Hp (la subunidad
beta de la 4-hidroxilasa de prolilo humana, nimero de registro P07237, eliminada la sefial ER y la sefial KDEL C’
terminal) y la LH3 (la isoforma 3 de la hidroxilasa de lisilo humana, niumero de registro 060568, eliminada la sefial
ER; Figura 1 D). Todos los genes se fusionaron N’ terminalmente con una sefial de transito vacuolar M AHARVLL
LALAVLAT AAVAVAS SSSFADSNPIRPVT D RAASTLA (SEQ ID N°: 14). Estas secuencias se originan a partir de la
sefial de direccionamiento dentro de la secuencia que codifica para una proteasa de tiol vacuolar vegetal (numero de
registro P05167, Gl:113603). Se clonaron la cadena a1 del colageno de tipo | y la cadena a2 del colageno de tipo |
fusionadas con la sefial vacuolar en casetes de expresion formados por un promotor rbcS1 de Chrysanthemum y
una UTR en 5’ junto con una UTR en 3’ de rbcS1 y de terminacion de Chrysanthemum (Outchkourov et al., 2003).
Los casetes de expresidon completos se clonaron en un sitio de clonacién multiple del vector de transformacion
vegetal pBINPLUS (van Engelen et al., 1995, Transgenic Res. 4: 288 - 290). Los genes sintéticos que codifican para
la P4HB humana y la P4Ha humana fusionada con la sefial de direccionamiento vacuolar se clonaron en casetes de
expresion formados por el promotor 35S del CaMV, la secuencia omega del TMV y el terminador de sintetasa (NOS)
de Agrobacterium Nopaline portado por el vector pJD330 (Galili et al., 1987, Nucleic Acids Res 15: 3257 - 3273). Los
casetes de expresion completos se clonaron en un sitio de clonacion multiple del pBINPLUS. Se cloné el gen
sintético que codifica para la LH3 flanqueado por el promotor del virus de la rizadura de la fresa (SVBV) (nimero de
acceso del NCBI AF331666 REGION: 623..950 version AF331666.1 Gl: 13345788) y terminados por el terminador
de la sintasa de Agrobacterium octopin (OCS) (numero de acceso del NCBI 237515 REGION: 1344..1538 version
Z37515.1 Gl: 886843) fusionados con la sefal de direccionamiento vacuolar en un sitio de clonaciéon multiple del
vector pBINPLUS portador de los casetes de expresion de la P4Hp.

Transformaciones - Los cuatro construcciones de expresion fueron transformados en Agrobacterium tumefaciens
(EHA 105) mediante una electroporacion. Se usaron los Agrobacterium que contienen la Col1 y la Col2 para inocular
conjuntamente una cepa de la planta de tabaco Nicotiana tabacum Samsun NN, creando asi una linea parental Col1
/ Col2. Paralelamente se usaron los casetes de expresion de Agrobacterium que contienen P4Ha y P4HR + LH3 para
inocular conjuntamente una linea individual de la cepa de la planta de tabaco Samsun NN, generando asi una linea
parental P4Ha / P4AHB + LH3. Se usaron un analisis mediante una PCR y de inmunotransferencia western para
validar la insercién de los genes y la expresion de las proteinas en las dos lineas parentales. A continuacion las
plantas parentales se cruzaron ubicando las anteras de Col1 / Col2 en el estigma de las flores P4Ha / P4H[3 + LH3
después de la eliminacion de las anteras de las ultimas plantas. Los progenitores de este proceso de cruce fueron
cribados mediante una validacion basada en una PCR de los genes integrados en el genoma mediante el uso de
cebadores especificos para los genes. Ademas, se llevaron a cabo analisis por inmunotransferencia Southern de las
plantas parentales y de una planta progenitora que contenia todos los genes, para definir el nUmero de copias de
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cada gen (véase la siguiente Tabla 1). Se asumié que el nimero de copias de la LH3 era idéntico al de la P4H, ya
que eran expresadas bajo un unico promotor. Finalmente se llevé a cabo un analisis mediante inmunotransferencia
western para verificar y cuantificar la expresion de las proteinas.

Analisis mediante inmunotransferencia SoutheTrib(IJZ 1Ias lineas parentales 2 - 372, 20 - 279 y de las
plantas progenitoras cruzadas A3-29y C2- 15
A3 -29 C2-15 2-372 20 -279
P4Ha 2 inserciones 3 inserciones 3 inserciones
P4HPB 2 inserciones 2 inserciones 2 inserciones
COL1 3 inserciones 3 inserciones 3 inserciones
COoL2 2 inserciones 2 inserciones 2 inserciones

Inmunotransferencias Western - Se cribaron las plantas para comprobar la expresion de la Col1 y la Col2 mediante
el uso de AB745 (policlonal de conejo anticolageno de tipo | de placenta humano Collagen, Millipore) y anti-fosfatasa
alcalina de conejo de cabra (policlonal, AP132A, Millipore) como anticuerpos primario y secundario,
respectivamente. Se cribaron las plantas para comprobar la expresion de la P4Ha mediante el uso de un anticuerpo
anti-P4Ha humana (#63-163 de ICN Biomedicals Inc.) y para comprobar la expresion de la P4HB con anticuerpo
anti-P4HB humana (#MAB2701 de Millipore). Se usaron anticuerpos de cabra anti-raton conjugados con fosfatasa
alcalina (#A3688 de Sigma) como anticuerpos secundarios para la deteccion tanto de la P4Ha como de la P4H.

Las plantulas se produjeron mediante el cultivo de los tejidos a partir de esquejes de la linea parental. Las plantas se
cultivaron en un entorno controlado en un invernadero.

Extraccion y purificacion del procolageno a partir de plantas transgénicas - La molienda de las hojas de las plantas
de tabaco transgénicas se llevo a cabo con un homogeneizador en linea IKA Labor Pilot. En resumen, se colocaron
4 | de tampoén de extraccion frio en el depodsito del homogeneizador, que a continuacion se hizo funcionar a
aproximadamente 8.000 rpm durante aproximadamente 1 minuto. Se afiadieron las hojas molidas (1 kg) al depésito.
Después se aumento la velocidad del homogeneizador hasta 13.789 rpm durante aproximadamente 2 minutos y a
continuacién se redujo hasta aproximadamente 8.000 rpm. Se abrio la valvula inferior para eliminar la solucién del
depdsito. El extracto se centrifugd a 3.800 g, a 5°C, durante 20 minutos. Finalmente, el sobrenadante se filtré a
través de 4 capas de gasa de algodén (Muestra A, Figuras 2 A - B).

Para una concentracion adicional se afiadieron 6,68 g de carbdn vegetal y 16,67 g de polivinilpirrolidona (PVPP) al
extracto con agitacién durante 20 minutos (5 °C, velocidad de raspado del 50 % o como alternativa, se agitaron con
un agitador suspendido establecido a 1.200 rpm (5 °C, 20 minutos). La solucidn se saturé después con sulfato de
amonio al 15 % (AMS) (p/v) con agitacion durante 1 hora a 5 °C. Esto fue seguido por una centrifugacion a 6.880
rpm - 8.000 g (5 °C, 20 minutos) o como alternativa, por una centrifugacion con una centrifuga Cepa Z41 a 26.000
rpm (4 °C, 20 I/h). El sobrenadante (Muestra B, Figuras 2 A - B) se saturd después adicionalmente con AMS al 25 %
(p/v) y se agitdé durante 1 hora (5 °C). La solucién se centrifugé después a 6.880 rpm, 5 °C, 30 minutos) o como
alternativa, se centrifug6é (26.000 rpm, 20 I/h, 4 °C) con una centrifuga Cepa Z41 (Muestra C, Figuras 2 A - B).

Todas las etapas posteriores se llevaron a cabo en un entorno enfriado con hielo con soluciones enfriadas
previamente. El sedimento asi formado se resuspendié en tampoén (fosfato de sodio 100 mM a pH 7,65) en una
proporcion de 20 ml de tampdn por g de sedimento saturado con AMS. Los sedimentos resuspendidos se
centrifugaron (13.000 rpm, 10 minutos, 5 °C) y se recogieron los sobrenadantes que contienen el procolageno y se
filtraron a través de una gasa de 12 capas para eliminar los grandes desechos de particulas. A continuacion se
diluy6 el sobrenadante filtrado a través de la gasa cinco veces con fosfato de sodio 25 mM (pH 7,65) y se cargd en
una columna de intercambio anionico (XK 26/20 GE Healthcare) que contiene 20 ml de resina CaptoQ (GE
Healthcare), y eluyendo posteriormente con un gradiente de NaCl (20 volumenes de columna, 0 - 50 % de NaCl,
caudal 20 ml/min). El procolageno eluyé principalmente en las fracciones de NaCl de 170 - 250 mM. Las fracciones
eluidas que contienen el procolageno (Figuras 3 A - B, fracciones 14 - 20) se agruparon y después se purificaron
adicionalmente a través de una de las dos técnicas descritas a continuacion. Las fracciones de intercambio anionico
agrupadas se concentraron con un centricone de 100 kDa de corte (Vivaspin, Vivascience). A continuacién el
concentrado se cargo en una columna de filtracion en gel Supredex 200 GL 10/300 (GE healthcare). El procolageno
eluyé entre 8,4 - 9,6 ml (Figuras 4 - 6 A - B), mientras que el resto de las proteinas eluyeron a continuacion (Figura
4). De esta forma se aislé el procolageno intacto con un elevado grado de pureza, como es evidente a partir de las
Figuras 7 A - B. Alternativamente, las fracciones de intercambio aniénico agrupadas se precipitaron con sulfato de
amonio al 25 % y se centrifugaron (8.000 g, 30 minutos, 5 °C). El sedimento se resuspendié en fosfato de sodio 100
mM (pH 7,65) hasta un 1/15 del volumen del volumen de la fraccién agrupada previa a la centrifugacion. Después
esta solucion se diluyé 10 veces con etanol al 100 % enfriado previamente y se incub6 (-20 °C, 3 horas). Después de
la centrifugacion (14.000 g, 30 minutos 5 °C), el sedimento se resuspendi6 en fosfato de sodio 100 mM (pH 7,65)
hasta un 1/15 del volumen del volumen de la fracciéon agrupada previa a la centrifugacion, se dializé frente al mismo
tampon, se centrifugd (20.200 g, 10 minutos, 5 °C) y se filtré través de un filtro de 0,2 uym (Figura 8).
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RESULTADOS

La expresion del procolageno se demuestra en las lineas vegetales CP A3-29 (lote #CP C-18) mediante la presencia
de dos bandas prominentes a unos pesos moleculares > 170 kDa y de aproximadamente 150 kDa, segun se detecta
con anticuerpos anti-colageno de tipo | de placenta humana (las fechas de las Figuras 2 A - B). Unas bandas
similares eran evidentes en el extracto en bruto (Figura 2, carriles A) y en el sobrenadante posterior a la
centrifugacién en AMS al 15 % (Figura 2, carriles B), pero no se detectaron en los sobrenadantes posteriores a la
centrifugacién en AMS al 25 % (Figura 2, carriles C). Claramente se habia conseguido un enriquecimiento en
procolageno en los precipitados del tratamiento con AMS al 25 % (Figura 2, carriles D), segun se confirmo6
adicionalmente mediante una tincion SDS PAGE Instant Blue. Se demostré un aumento en la intensidad de la banda
correspondiente, asi como una reduccidon en las bandas relacionadas con el tabaco natural no colageno,
especialmente aquellas con unos pesos moleculares por debajo de 105 kDa. Por lo tanto, esta etapa afadida de
precipitacion basada en AMS enriquece la pureza del procolageno de la muestra.

La cromatografia de intercambio anidnico demostré que el grueso del procolageno eluia en las fracciones 14 - 24
(Figuras 3 A - B), equivalentes a NaCl 170 - 250 mM, medido mediante la conductividad de la muestra. Las
fracciones que contienen el procolageno se agruparon y se concentraron con un centricone de 100 kDa de corte
(Vivaspin, Vivascience) y se cargaron en una columna de filtracion en gel. EI cromatograma de filtracion en gel
(Figura 4) mostré un pico de resolucion definida que eluia entre 7,5 - 9,1 ml, antes de la elucién del resto de las
proteinas (picos de elucion: 10 - 18 ml). La tincion con plata (Figuras 5 A - B) y los andlisis mediante
inmunotransferencia Western (Figura 6 A - B) demostraron una significativa elucion del procolageno en las
fracciones 3 y 4. La discrepancia < 1 ml en la definicion del volumen de elucién en el cual aparecia el pico del
procolageno, segun se determina mediante las curvas de absorbancia frente al analisis en gel, es un resultado
habitual del volumen de los tubos entre el detector y el tubo colector. Después se concentraron las fracciones 3 y 4
10 veces con un centricone de 30 kDa de corte (Vivaspin, Vivascience) y se analizaron mediante una SDS-PAGE,
que confirmoé claramente el aislamiento del procolageno con un elevado grado de pureza (Figuras 7 A - B).

La Figura 8 ilustra una precipitacion basada en AMS de las fracciones agrupadas del eluido del intercambio aniénico
como un método alternativo de purificacion del procolageno, segin se ha descrito con detalle anteriormente. La
etapa de precipitacion con etanol de este protocolo permite la eliminacion de la pigmentacion verde de la muestra.
La proteina resultante es estable y soluble después de una incubacion a 4°C, ciclos de congelacion vy
descongelacion vy liofilizacién, segun se determina mediante un analisis con una SDS PAGE (Figura 8).

EJEMPLO 2
Incorporacion del procolageno en matrices basadas en colageno

El colageno es a menudo el material de eleccion para que actie como deposito para la liberacion de compuestos
terapéuticamente activos, tales como proteinas morfogenéticas 6seas, factores de crecimiento, antibioticos, etc.
[Meaney Murray M., Rice K., Wright RJ, Spector M. The effect of selected growth factors on human anterior cruciate
ligament cell interactions with a three-dimensional collagen-GAG scaffold. J Orthop Res (2003) 21 (2): 238 - 44, Qian
Y.,Yao G, Lin Z.,, Chen J., Fan Y., Davey T., Xu J., Zheng M. (2009) Natural bone collagen scaffold combined with
OP-1 for bone formation induction in vivo. J Biomed Mater Res B Appl Biomater Epub., Adhirajan N.,
Shanmugasundaram N., Shanmuganathan S., Babu M. Eur J Pharm Sci (2009) 36 (2-3): 235 - 45. Functionally
modified gelatin microspheres impregnated collagen scaffold as novel wound dressing to attenuate the proteases
and bacterial growth]. El colageno puede formarse en laminas, en peliculas, en membranas, en esponjas y en geles,
todos los cuales pueden usarse para la liberacion del compuesto activo en el sitio de la herida para ampliar sus
capacidades de aplicacion terapéutica y sus perfiles farmacocinéticos de liberacion.

El procolageno puede ser absorbido pasivamente en matrices de colageno, o como alternativa, reticulado
activamente con dichos construcciones mediante una exposicién a radiacion ultravioleta, técnicas deshidrotérmicas
(DHT) o a través de reactivos quimicos tales como el reticulador de longitud cero clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Cornwell KG, Lei P, Andreadis ST, Pins GD. J Crosslinking of discrete self-
assembled collagen threads: Effects on mechanical strength and cell-matrix interactions. Biomed Mater Res A.
Febrero de 2007; 80 (2): 362 - 71).

El presente ejemplo describe tres protocolos que pueden usarse para la incorporacion del procolageno en una matriz
de colageno.

Protocolo n° 1

Se ensambla colageno de origen animal o recombinante soluble suspendido en HCI 10 mM en fibrillas mezclandolo
(9:1 v/v) con NazHPO4 200 mM, a pH 11,2, seguido de una incubaciéon (4 - 16 h, 25 - 37 °C). El hidrogel formado se
concentra hasta 10 - 20 mg/ml mediante una centrifugacion y se vierte en un molde de aluminio. El molde se incuba
(2 h, -30 °C) y se transfiere a -80 °C durante 30 minutos adicionales, seguido de una etapa de liofilizacion de 24
horas. Después la matriz de colageno se sumerge (2 - 6 h, 28 °C) en una solucién de reticulacién que contiene EDC
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10 - 50 mM preparada en etanol al 90 %. El EDC no unido se elimina mediante un lavado tres veces con DDW. El
acceso a las moléculas de EDC unidas individualmente se inactiva con una soluciéon de acido aspartico 10 mM.
Después de unos intensos lavados, la muestra se incuba (2 h, -30 °C) y después se transfiere a -80 °C durante 30
minutos adicionales, seguido de una etapa de liofilizacion de 24 horas. La matriz de colageno es esterilizada con
oxido de etileno (ETO) o con radiacion gamma. Media hora antes de la implantaciéon de la matriz, la matriz se
sumerge en una solucién de procolageno recombinante para permitir su absorcion en la matriz. La matriz
enriquecida en procolageno se fija después al sitio de la herida.

Protocolo n° 2

Se ensambla una matriz fibrilar mediante la mezcla de colageno de origen animal o recombinante soluble
suspendido en HCI 10 mM con procolageno recombinante en unas proporciones (p/p) que varian desde 95:5 hasta
80:20 y una incubacion (4 - 16 h, 25 - 37 °C, a pH 7,4). El hidrogel formado se concentra hasta 10 - 20 mg/ml
mediante una centrifugacion y se vierte en un molde de aluminio. El molde se incuba (2 h, -30 °C) y se transfiere a -
80 °C durante 30 minutos adicionales, seguido de una etapa de liofilizacion de 24 horas. Después la matriz de
colageno que contiene el procolageno se sumerge en una solucién de reticulacion que contiene EDC 10 - 50 mM
preparada en etanol al 90 % (2 - 6 h, 28 °C). El EDC no unido se elimina mediante un lavado tres veces con DDW. El
acceso a las moléculas de EDC unidas individualmente se inactiva con una soluciéon de acido aspartico 10 mM.
Después de unos intensos lavados, la muestra se incuba (2 h, -30 °C) y se transfiere a -80 °C durante 30 minutos
adicionales, seguido de una etapa de liofilizacion de 24 horas. La matriz hibrida de procolageno-colageno resultante
se esteriliza con ETO o con radiaciéon gamma.

Protocolo n° 3

Se ensambla colageno de origen animal o recombinante soluble suspendido en HCI 10 mM en fibrillas mezclandolo
(9:1, v/v) con Na;HPO4200 mM, a pH 11,2, seguido de una incubacion (4 - 16 horas, 25 - 37 °C). El hidrogel formado
se concentra hasta 10 - 20 mg/ml mediante una centrifugacion y se vierte en un molde de aluminio. EI molde se
incuba (2 h, -30 °C) y se transfiere a -80 °C durante 30 minutos adicionales, seguido de una etapa de liofilizacion de
24 horas. La matriz en polvo se sumerge después en una solucidon que contiene procolageno recombinante para
permitir su absorcién en la matriz, que a continuacién se deja secar a la temperatura ambiente. La matriz de
procolageno-colageno se sumerge después en una solucion de reticulacion de EDC 10 - 50 mM preparada en etanol
al 90 % (2 - 6 horas, 28 °C). El EDC no unido se elimina mediante un lavado tres veces con DDW. El exceso de
moléculas de EDC unidas individualmente se inactiva con una solucién de acido aspartico 10 mM. Después de unos
intensos lavados, la muestra se incuba (2 horas, -30 °C) y se transfiere a -80 °C durante 30 minutos adicionales,
seguido de una etapa de liofilizacion de 24 horas. Después la matriz hibrida de procolageno-colageno se esteriliza
con ETO o con radiacion gamma.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CollPlant Ltd. Shoseyov, Oded Dgany, Or Siegel, Daniel L.
<120> METODOS DE GENERACION Y DE USO DEL PROCOLAGENO
<130> 45364

<160> 14

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 1464

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> colageno alfa 1 de tipo |

<400> 1

29



Met

Ala

Glu

Asp

Asn

65

Cys

Asp

Pro

Pro

Gly

145

Pro

val

Phe

Leu

Asp

Arg

50

Gly

Pro

Gly

Lys

Gly

130

Pro

Gln

Pro

Ser

Leu

Ile

a5

Asp

Lys

Gly

Sex

Gly

115

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe

Thr

20

Pro

val

val

Ala

Glu

100

Asp

Asp

Gly

Ser

Pro
180

ES 2565 185713

Val

His

Pro

Trp

Leu

Glu

85

S5er

Thr

Gly

Pro

Tyr

165

Met

Asp

Gly

Ile

Lys

Cys

70

val

Pro

Gly

Ile

Leu

Gln

Thr

Pro

55

Asp

Pro

Thr

Fro

Fro

- 135

Pro
15¢

Gly

Gly

Gly

Tyr

Pro

Arg
Glu
cys
40

Glu
Asp
Glu
Asp
Arg
120
Gly
Pro

Asp

Ser

30

Leu

Glu

25

Vval

Pro

val

Gly

Gln

105

Gly

Gln

Pro

Glu

Gly
185

Leu

Gly

Gln

Cys

Ile

Glu

Glu

Pro

Pro

Gly

Lys

170

Pro

Leu

Gln

Asn

Arg

Cys

15

Ccys

Thr

Arg

Gly

Leu

155

Ser

Arg

Leu

val

Gly

Ile

60

Asp

Cys

Thr

Gly

Leu

149

Gly

Thr

Gly

Leu

Glu

Leu

45

Cys

Glu

Pro

Gly

Pro

125

Pro

Gly

Gly

Leu

Ala

Gly

Arg

val

TFhr

Val

val

110

Ala

Gly

Asn

Gly

Pro

190

Ala
Gln
TYyx
Cys
Ly_s
Cys
95

Glu
Gly
Pro
Phe
Ile

175

Gly

Thzr

Asp

His

Asp

Asn

a0

Pro

Gly

Pro

Pro

Rla

160

Ser

Pro



Pxo

Gly

Fro

225

Pro

Gly

Leu

Pro

Gly

305

ala

Thr

Gly

val

Ala

38s

Gly

Pro

Ser

Gly

Glu

465

Pro

Gly

Glu

210

Pro

Cly

Thr

Asp

Gly

2990

Leu

Arg

Gly

Glu

Arg

370

Gly

Ala

Ser

Gly

Glu

450

Glu

Gly

Ala

195

Pro

Gly

Glu

Ala

Gly

275

Ser

Pro

Gly

Pro

Ala

355

Gly

Asn

Pro

Gly

Glu

435

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

260

Ala

Pro

Gly

Asn

hla

340

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

420

Pro

Gly

Lys

Pro

ES 2565 185713

Gly

aAla

Asn

Gly

245

Leu

Lys

Gly

Glu

Asp

325

Gly

Pro

Pro

Gly

Ile

405

Gln

Gly

Fro

Arg

Gly

Pro

Ser

Gly

230

Pro

Pro

Gly-

Glu

Arg

310

Gly

Pro

Gln

Gly

Ala

390

Ala

Gly

Ala

val

Gly

470

Glu

Gln

Gly

215

ASp

Pro

Gly

Asp

ASn

295

Gly

Ala

Pro

Gly

Pro

375

Asp

Gly

Pro

Pro

Gly

455

Ala

Arg

Gly

200

Pro

Asp

CGly

Met

Ala

280

Gly

Arg

Thr

Gly

Pro

360

Pro

Gly

Ala

Gly

Gly

440

val

Arg

Gly

31

Ehe
Met
Gly
Pro
Lys
265
Gly
Ala
Pro
Gly
Phe
345
Arg
Gly
Gln
Pro
Gly
425
Ser
Gln

Gly

Gly

Gln

Gly

Glu

Gln

250

Gly

Fro

Fro

Gly

Ala

330

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

410

Pro

Lys

Gly

Glu

Pro

Gly

Fro

Ala

235

Gly

His

2la

Gly

Ala

315

Ala

Gly

Ser

Ala

Gly

395

Phe

Pro

Gly

Pro

Pro

475

Gly

Pro

Arg

220

Gly

Ala

Arg

Gly

Gln

300

Pro

Gly

Ala

Glu

Gly

380

Ala

Pro

Gly

Asp

Pro

460

Gly

Ser

Pro

205

Gly

Lys

Arg

Gly

Pro

285

Met

Gly

Pro

val

Gly

365

ala

Lys

Gly

Pro

Thr

445

Gly

Pro

Arg

Gly

Pro

Pro

Cly

Fhe

270

Lys
Gly
Pro
Pro
Gly
50
Pro
Ala
Gly
Ala
Lys
430
Gly

Pro

Thr

Gly.

Glu
Pro
Gly
Leu
255
ser
Gly
Pro
Ala
Gly
335
Ala
Gln
Gly
Ala
Arg
415
Gly
Rla
aAla

Gly

Phe

Pro

Gly

Arg

240

Pro

Gly

Glu

Arg

Gly

120

Pro

Lys

Gly

Pro

Asn

400

Gly

Asn

Lys

Gly

Leu

480

Pro



Gly

Ser

Fro

Gly

545

Gln

Ala

Gly

Pro

Ala

625

Gly

Lys

Ser

Gly

Asn

705

Gln

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

Gly

530

Ser

AsSp

Gly

Lys

Ala

610

Gly

Phe

Pro

Gly

Pro

6%0

asp

Gly

Leu

Asp

Gly
770

Asp

Gly

515

Glu

Pro

Gly

Val

Ala

595

Gly

Bro

Gln

Gly

hla

675

Pro

Gly

Ala

Pro

Gly

755

Pro

Gly

500

Pro

Ala

Gly

Arg

Met

580

Gly

Lys

Ala

Gly

Glu

660

Arg

Gly

hla

Pro

Gly

740

Ser

Pro

ES 2565 185713

485

val

Ala

Gly

Pro

Pro

565

Gly

Glu

Asp

Gly

Leu

645

Gln

Gly

Pro

Lys

Gly

725

Pro

Fro

Gly

Ala

Gly

Leu

Asp

550

Gly

Phe

Arg

Gly

Glu

630

Pro

Gly

Glu

Ala

Gly

710

Leu

Lys

Gly

Pro

Gly

Fro

Fro

535

Gly

Pro

Fro

Gly

Glu

615

Arg

Cly

val

Ary

cly

695

Asp

Gln

Gly

Lys

Ala
715

Pro
Lys
520
Gly
LYs
Pro
Gly
Val
600
Ala
Gly
Pro
Pro
Gly
680
Pro
Ala
Gly
Asp
Asp
760

Gly

32

Lys
505
Gly
Ala
Thr
Gly
Pro
585
Pro
Gly
Glu
Ala
Gly
665
Phe
Arg
Gly
Met
Arg
745
Gly

Ala

19¢

Gly

Sar

Lys

Gly

Pro

570

Lys

Gly

Ala

Gln

Gly

650

Asp

Pro

Gly

Ala

Exro

730

Gly

val

Pro

Pro

Pro

Gly

Pro

555

Pro

Gly

Fro

Gln

Gly

635

Pro

Leu

Gly

ala

Pro

715

Gly

ASp

Arg

Gly

Ala

Gly

Leu

540

Pro

Gly

Ala

Fro

Gly

620

Pro

Pro

Gly

Glu

Asn

700

Gly

Glu

Ala

Gly

Asp
780

Gly

Glu

525

Thr

Gly

Ala

Ala

Gly

605

Pro

Ala

Gly

Ala

Arg

685

Gly

Ala

Arg

Gly

Leu

765

Lys

Glu
510

Ala

Gly

Pro

Arg

495

Arg

Gly

Ser

Ala

Gly

575

Gly
590

Ala

Pro

Gly'

Glu

Pro

670

Gly

Ala

Pro

Gly

Pro

750

Thr

Gly

Glu

val

Gly

Ser

Ala

653

Gly

Val

Pro

Gly

ala

735

Lys

Gly

Glu

Gly

Arg

Pro

Gly

560

Glin

Pro

Gly

Pro

Pro

640

Gly

Pro

Gln

Gly

Sexr

720

Ala

Gly

Pro

Ser



ES 2565 185713

Gly Pro Ser Gly Pro Ala Gly Pro Thr Gly Ala Arg Gly Rla Pro Gly
785 790 795 800

Asp Arg Gly Glu Pro Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Phe Ala Gly Pro
805 819 815

Pro Gly Ala Asp Gly Gln Pro Gly Ala Lys Gly Glu Pro Gly Asp Ala
820 825 B30

Gly Ala Lys Gly Asp Ala Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Pro Ala Gly
81S 840 B45

Pro Pro Gly Pro Ile Gly Asn Val Gly Ala Pro Gly Ala Lys Gly Ala
850 855 B&OD

Arg Gly Ser Ala Gly Pro Pro Gly Ala Thr Gly Phe Pro Gly Ala Ala
865 870 B7S 880

Gly Arg Val Gly Pro Pro Gly Pro Ser Gly Asn Ala Gly Pro Pro Gly
885 . B90 895

Pro Pro Gly Pro Ala Gly Lys Glu Gly Gly Lys Gly Pro Arg Gly Glu
900 905 9190

Thr Gly Pro Ala Gly Arg Pro Gly Glu val Gly Pro Fro Gly Fro Pro
915 220 925

Gly Pro Ala Gly Glu Lys Gly Ser Pro Gly Ala Asp Gly Pro Ala Gly
930 935 %40

Ala Pro Gly Thr Pro Gly Pro Gln Gly Ile Ala Gly Gln Arg Gly val
345 %50 955 960

Val Gly Leu Pro Gly Gln Arg Gly Glu Arg Gly Phe Pro Gly Leu Pro
965 970 375

Gly Pro Ser Gly Glu Pro Gly Lys Gln Gly Pro Ser Gly Ala Ser Gly
980 9685 990

Glu Arg Gly Pro Pro Gly Pro Met Gly Pro Pro Gly Leu Ala Gly Pro
395 ' 1009 1005

Pro Gly Glu Ser Gly Arg Gluv Gly Ala Fro Gly Ala Glu Gly Ser
1010 1015 1620

Pro Gly Arg hap Gly Ser Pro Gly Ala Lys Gly Asp Arg Gly Glu
1025 1030 . . 1035

Thr Gly Pro Ala Gly Pro Pro Gly Ala Pro Gly Ala Pro Gly Ala
1040 1045 1050

Pro Gly Pro Val Gly Pro hla Gly Lys Ser Gly Asp Arg Gly Glu
1055 1060 1065

Thr Gly Pro Ala Gly Pre Ala Gly Pro Val Gly Pro WVal Gly Ala

33



Arg

Thr

Ser

GLn

Pro

Pro

Ala

Pro

Pro

Asp

Thr

Glu

Het

Asn

Glu

Gln

Val

Gly

1070

Gly
1085

Gly
1100

Gly
1115

Gly
1130

Gly
1145

Gly
1160

Gly
1175

Gly
1190

Pro
1205

Asp
1220

Leu
1235

Gly
12590

Cys
1265

Gln
1280

Thx
1295

Lys
1319

Trp
1325

Gly
13490

Pro

Glu

Leu

Pro

Ser

Pro

Pro

Fro

Gln

Ala

Lys

Sar

His

Gly

Gly

Asn

Phe

Gln

Ala

Gln

Gln

Ser

Ala

Ile

val

Pra

Glu

Asn

Ser

Arg

Ser

Cys

Glu

TrCp

Gly

Gly

ES 2565 185713

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Lys

val

Leu

Lys

Asp

Asn

Thr

Tyr

Glu

Ser

Pro
Asp
Pro
Ala
Ala
Pro
Pro
Ala
Ala
val
Ser
Asn
Trp
Leu
Cys
Ile
Ser

Asp

1075

Gln
10990

Arg
1105

Pro
1120

Ser
1135

Pro
1150

Pro
11865

Fro
1180

Gly
1195

His
1210

Arg
1225

Gln
1240

Pro
1255

Lys
1270

asp
1298

Val
1300

Ser
1315

Met
1330

Pro
1345

34

Gly
Gly
Gly
Gly
Glf
Gly
Gly
Phg
ASp
Asp
Gln
ala
Ser
Ala
Typ
Lys
Thr

Ala

Pro

Ile

Pro

Pro

Lys

Pro

Pro

Asp

Gly

Arg

Ile

Arg

Gly

Ile

Pro

Asn

Asp

Asp

Arg

Lys

Pro

Ala

Asp

Arg

Pro

Phe

Gly

Asp

Glu

Thr

Glu

Lys

Thr

Fro

Gly

val

Cly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Arg

Leu

Asn

Cys

Tyr

val

Gln

Lys

Phe

Ala

1080

ASp
1095

His
1110

Ser
1125

Pro
1140

Leu
1155

Arg
1170

Pro
1185

Fhe
1200

TYY
1215

Glu
1230

Ile
1245

Arg
1260

Trp
1275

Phe
129¢

Pro
1305

Asp
1320

Gln
1335

Ile
1350

Lys

Arg

Pro

Arg

ASh

Thr

Pro

Leu

Tyr

val

arg

Asp

Ile

cys

Ser

Lys

FPhe

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

6ly

Pxo

Arg

Asp

Ser

Leu

Asp

Asn

val

Arg

Glu

Leu

Glu

Phe

Glu

Pro

Lew

Asp

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

Lys

Pro

Met

Ala

His

Tyr

Thr
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<210> 2
<211> 1366
<212> PRT

Phe

His

Leu

Arg

Gly

Tyr

Prro

Gly

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> colageno alfa 2 de tipo

<400> 2

Leu
1355

Cys
1370

Lys
1385

Ala
1400

Cys
1415

Lys
1430

Len
1445

Pro
1480

Met Leu Ser

1

Leu

Gly

Pro

Pro

65

Tyr

Gly

Phe

Ccys

Pro

Pro
50

Leu

Ala
5

Gly

Gly Pro

Asp Gly

Pro

Gln

Ary

Gly

Arg

Lys

Lys

Glu

The

Thr

ASp

wal

Phe

Ala

20

Gly

Arg

Pro

Lys

Gly

i00

Pro

ES 2565 185713

35

Leu Met Ser Thr - Glu Ala Ser Gln Asn 1Ile Thr Tyr
1360 1365 ;

Asn Ser Val Ala Tyr Met Asp Gln Gln Thr Gly Asn
1375 1380

Ala Leu Leu Leu Gln Gly Ser Aan Glu Ile Glu Ile
1390 1395

Gly Asn Ser Arg Phe Thr Tyr Ser val Thr val Asp
1405 1410

Ser His Thr Gly Ala Trp Gly Lys Thx WVal Ile Glu
1420 1425

Thr Lys Thr Ser Arg Leu Pro Ile Ile hAsp val Ala
1435 1440

val Gly Ala Pre Asp Gln Glu Phe Gly Phe Asp Val
1450 1455

Cys Phe Leu

Val Asp Thr Arg Thr Leu Leu Leu Leu Ala val

5 ’ 10 15

Thr Cys Gln Ser Leu Gln Glu Glu Thr Val Arg

25 3¢
Asp Arg Gly Pro Arg Gly Glu Arg Gly Pro Pro
40 45
Asp Gly Glu Aép Gly Pro Thr Gly Pro Pro Gly
55 60
Gly Pro Pro Gly Leu Gly Gly Asn Phe Ala Ala
70 75

Gly val Gly Leu Gly Pro Gly Pro Met Gly Leu

BS 90 95

Pro Pro Gly Ala Ala Gly Ala Pro Gly Pro Gln

105 110
Ala Gly. Glu Pro Gly Glu Pro Gly Gln Thr Gly

Thr

Lys

Gly

Pro

Gln

BO

Met

Gly

Pro



Ala

Gly

145

Pro

Lys

Gly

Thr

val

225

Gly

Phe

Ala

Gly

Leu

305

Pro

Gly

Ser

Gln

Gly

385

Ser

Gly

130

His

Gln

Gly

Ala

Pro

210

Gly

Prao

Pro

Gly

Leu

290

Thr

Gly

Ala

Lys

Gly

370

Glu

Pro

Ala

Pro

Gly

Ile

Pro

195

Gly

Ala

val

Gly

Pro

275

Ser

Gly

Leu

Thr

Gly

355

Pro

Ala

Gly

Arg

Gly

Ala

Arg

180

Gly

Gln

Pro

Gly

Ala

260

Ala

Gly

Ala

Pro

Gly

340

Glu

Pro

Gly

Ser

ES 2565 185713

Gly

LYS

Arg

165

Gly

val

Thr

Gly

Pro

245

Pro

Gly

Pro

Lys

Gly

325

Ala

Ser

Gly

Ser

Arg
405

Pro

Pro

159

Gly

His

Lys

Gly

Pro

230

Ala

Gly

Pro

val

Gly

310

Pro

arg

Gly

Pro

Ala

390

Gly

Ala

135

Gly

Phe

Asn

Gly

Ala

215

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

295

Ala

Arg

Gly

Asn

Ser

375

Gly

Leu

1290

Gly

Arg

Pro

Gly

Glu

200

Arg

Gly

Fro

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

Leu

185

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly

265

Pro

280

Pro

Ala

Gly

Leu

Lys

360

Gly

Pro

Pro

36

Pro

Gly

Ile

val

345

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

Gly

Thr

170

Asp

Gly

Leu

Arg

Gly

250

Glu

Arg

Gly

Leu

Pro

330

Gly

Glu

Glu

Gly

Ala
410

Gly

Glu

155

Pro

Gly

Ala

Pro

Gly

235

Ser

Ile

Gly

Asn

Pro
315

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

395

Asp

Lys

140

Arg

Gly

Leu

Pro

Gly

220

Ser

Ala

Gly

Glu

Pro

300

Gly

Pro

Pro

Gly

Lys

380

Pro

Gly

125

ala

Gly

Leu

Lys

Gly

205

Glu

Asp

Gly

Ala

val

285

Gly

val

val

Gly

Ser

365

Arg

Gly

Ary

Gly

val

Pro

Gly
190

Glu

Arg

Gly

Pro

Glu

val

Gly

175

Gln

Asn

Gly

Ser

Pro

© 255

val

270

Gly

aAla

Ala

Gly

Pro
350

Ala,

Gly

Leu

Ala

Gly

Leu

Asn

Gly

Ala

335

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly
415

Asp
Gly
160
Phe
Pro
Gly
Arg
Val
240
Gly
Asn
Pro
Gly
Ala
320
Ala
Gly
Pro
Asn
Gly
400

val



Met

Gly

Pro

Glu

465

Gly

Pro

Ala

Gly

Glu

545

Ser

Gly

Pro

Arg

Gly

625

Leu

Lys

Gly

Ala

Ala

Gly

Pro

Arg

450

Gly

Pro

Lys

Gly

Ala

530

Gln

Gly

Glu

Fro

Gly

610

val

Pro

Gly

Ala

Thr

690

Gly

Pro

Asn

435

Gly

Pro

Ala

Gly

Leu

515

Gln

Gly

Pro

Phe

Gly

595

Pro

val

Gly

Glu

Arg

675

Gly

Pro

Pro

420

Gly

Leu

val

Gly

PFro

500

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

580

Glu

Ser

Gly

Glu

Pro

660

Gly

Asp

Arg

ES 2565 185713

Gly

Asp

Pro

Gly

Ala

485

Thr

Gly

Pro

Ala

Gly

565

Leu

Ser

Gly

Ala

Arg

645

Gly

Ala

Ary

Gly

Ser

Ala

Gly

Leu

470

Arg

Gly

Ala

Pro

Gly
550

Glua.

Pro

Gly

Pro

Arg

Gly

Ser

" 455

Pro

Gly

AsSp

Aryg

Gly

535

Pro

val

Gly

Ala

Pro

€15

val
630

Gly

Leu

Proy

Gly

Ser

Gly

Ala

Arg

Gly

Glu

695

Pro

Gly

Arg

440

Pro

Gly

Glu

Pro

Gly

520

Pro

Pro

Gly

Pro

Ala

600

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala

680

Ala

Gly

37

Ala
425
Pro
Gly
Ile
Pro
Gly
505
Ala
Gln
Gly
Lys
Bla
585
Gly
Pro
Ala
Gly
Glu
665
Val

Gly

Glu

Ser

Gly

Asn

Asp

Gly

450

Lys

Pro

Gly

Phe

Fro

570

Gly

Pro

Asp

Gly

Ile

6§50

Ile

Gly

Ala

Arg

Gly

Glu

Ile

Gly

475

Asn

Asn

Gly

val

Gln

555

Gly

Pro

Thr

Gly

Pro

635

Pro

Gly

Ala

Ala

Gly

Pro

Pro

Gly

160

Rrg

Ile

Gly

Pro

Gln

540

Gly

Glu

Arg

Gly

Asn

620

Ser

Gly

Asn

Pro

Gly

700

Glu

Ala

Gly

445

Pro

Pro

Gly

Asp

Asp

525

Gly

Leu

Arg

Gly

Pro

605

Lys

Gly

Gly

Pro

Gly

685

Pro

val

Gly

430

Leu

Ala

Gly

Phe

Lys

510

Gly

Gly

Pro

Gly

Glu

590

Ile

Gly‘

Pro

Lys

Gly

670

Pro

Ala

Gly

val

Met

Gly

Pro

Pro

495

Gly

Asn

Lys

Gly

Leu

$75

Arg

Gly

Glu

Ser

Gly

655

Axrg

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

Lys

Ile

480

Gly

His

Asn

Gly

Pro

560

His

Gly

Ser

Pro

Gly

640

Glu

Asp

Gly

Pro

Ala
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705 710 715 720

Gly Pro asm Gly Phe Ala Gly Pro Ala Gly Ala Ala Gly Glm Pro Gly
725 730 735

Ala Lys Gly Glu Arg Gly Ala Lys Gly Pro Lys Gly Glu Asn Gly val
740 745 750

Val Gly Pro Thr Gly Pro Val Gly Rla Ala Gly Pro Ala Gly Pro Asn
155 . 760 765

Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Ser Arg Gly Asp Gly Gly Pro Pro Gly
170 715 780

Met Thr Gly Phe Pro Gly Ala Ala Gly Arg Thr Gly Pro Pro Gly Pro
785 790 795 800

Ser Gly Ile Ser Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Lys Glu
805 910 915

Gly Leu Arg Gly Pro Arg Gly Asp Gln Gly Pro Val Gly Arg Thr Gly
820 825 830

Glu Val Gly Ala Val Gly Pro Pro Gly Phe Ala Gly Glu Lys Gly Pro
835 840 845

Ser Gly Glu Ala Gly Thr Ala Gly Pro Pro Gly Thr Pro Gly Pro Gln
850 855 860

Gly Leu Leu Gly Ala Pro Gly Ile Leu Gly Leuw Pro Gly Ser Arg Gly
865 870 B75 880

Glu Arg Gly Leu Pro Gly Val Ala Gly Ala val Gly Glu Pro Gly Pro
885 890 895

Leu Gly Ile Ala Gly Pro Pro Gly Ala Arg Gly Pro Pro Gly Ala Val
900 905 910

Gly Ser Pro Gly Val Asn Gly Ala Pro Gly Glu Ala Gly Arg Asp Gly
215 220 925

asn Pro Gly Asn Asp Gly Pro Pro Gly Arg Asp Gly Gln Pro Gly His
930 935 940

Lys Gly Glu Arg Gly Tyr Pro Gly Asn Ile Gly Pro Val Gly Ala Ala
945 950 955 960

Gly Ala Pro Gly Pro His Gly Pro Val Gly Pro Ala Gly Lys His Gly
965 970 975

Asn Arg Gly Glu Thr Gly. Pro Ser Gly Pro Val Gly Pro Ala Gly ala
980 985 390

Val Gly Pro Arg Gly Pro Ser Gly Pro Gln Gly Ile Arg Gly Asp Lys
995 1000 1005

38



Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Pro

Ser

Asp

Ile

Ser

Ala

Glu

Ala

Met

Glu
1019

His
1025

Asp
1040

Pro
1055

His
1070

His
1085

Pro
1100

Asp
1115

Pro
1130

Gln
1145

Ala
1160

Ser
1175

Ala
1190

Arg
1205

Ser
1220

Gly
1235

Met
1250

Ser
1265

Asp

Pro

Asn

Gln

Ala

Pro

Gln

Pro

Phe

Lys

Ile

Arg

Gly

Ile

Ala

Lys

Ser

Ala

Gln

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Asp

Glu

Thr

Tyr

Lys

Gln

Asp

Gln

Thx

Asn

Glu

ES 2565 185713

Glu

Leu

Ala

Pro

Thr

Pro

val

Arg

Tyr

Thr

Cys

Tyr

val

Pro

Lys

Phe

Gln

Ile

Thr

Lys

Gln

Pro

Ser

Val

Ala

Ser

Ala

Glu

Leu

arg

Trp

Tyr

Glu

Lyé

Glu

Leu

Thr

Gly

Gly
1015

Gly
1030

Gly
1045

Gly
1060

Gly

1075

Gly
1090

Gly
1105

ASp
1120

val
1135

Leu
1150

ABp
1165

Ile
1180

Cys
1195

Asn
1210

His
1225

Tyr
1240

Ala
1255

Tyr
1270

Asn

39

Pro
Leu
Ser
Pro
Pro
Pro
Gly
Gln
ASp
Thr
Leu
as?
AsSp
Ile
val
Asn
Phe
His

Leu

ATy

Pro

val

Ala

Ala

Pro

Gly

Pro

Ala

Pro

Arg

Pro

Phe

Pro

TER

val

Met

Cys

Lys

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

Glu

Leu

Asn

Ser

Ala

Leu

Glu

Arg

Lys

Lys

Leau

Ile

Pro

Lys

Ile

Pro

Asp

Ser

Leu

Gly

Ser

Gln

Thr

Lys

Gly

Gly

Leu

Asn

Ala

Pra
10290

Ala
1035

Ala
1050

Asp
1065

Arg
1080

Pro
1095

Phe
1110

Ala
1125

Lys
1140

Ser
1155

His
1170

Gly
1185

Gly
1200

Asn
1215

Glu
1230

val
1245

Leu
1260

Ser
1275

val

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Ser

Arg

Pro

Cys

Glu

Trp

Thr

Thr

ala

Ile

Ile

Leu
His
Pro
hrg
Pro
Pro
v
Ser
Leu
Lys
ﬁlu
Thr
Thr
Tyr
Ile
Ber

Asn

Ala

Leu

Lys

His

Arg

Thr

Gln

Pro

Asp

Leu

Asn

Asn

Trp

Met

Cys

Arg

Asn

Lys

Tyr

Tyr

Gln
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<210> 3

1280

Gly Ser
1295

Thr Tyr
1310

Trp Gly
1325

Leu Pro
1340

Gln Glu
1355

<211> 5927
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), ARNm

<400> 3

tcgtoggage agacgggagt
gecacgeatg agcggacget
ctagacatgt tcagctttgt
ctgacgcacqg gcocaagagga
acctgegtac agaacggect
cggatctygeq totgogacaa
aagaactgee coggogocga
tcagagtocac ccaccgacca
cCecgagges caaggggace
ggacttcecg gaccoecegg
tttgetecce agotgtotta
ggeccoatgg gtecctotgg
caaggettee aaggtoccec
cceegaggte coccaggtoc
ggtcgtocty gtgagegtyg
gctggectec ctggaatgaa
gatgetggte ctgotggtec
ggtcagatgg goccocogtgg
gctggtgctc gtggaaatga

ccogetggte ctoctggett

Asn Asp Val Glu Leu

Thr val Leu val Asp

Lys Thr Ile Ile Glu

Phe Leu Asp Ile Ala

FPhe Phe Val Asp Ile

ES 2565 185713

1285

1300

1315

1330

1345

1360

Gly Cys

val Ala Glu

Ser

Tyr Lys Thr

Pro Leu Asp

Gly Pro Vval

Gly

Lys

Asn

Ile

Cys

1290

Asn
1305

Ser Arg Phe

Lys Thr Asn Glu

1320

Lys
1335

Pro Ser Arg

Gly Gly Ala Asp
1350

Phe Lys

ttetecteag
aaccceoetec
ggacctccgyg
aggecaagte
caggtaccat
cggcaaggtg
aétccccgag
agaaaccacc
cgeaggeece
acecceccgga
tggctatgat
tecoctegtggt
tggtgagect
céctggaaag
gocetootygyg
gggacacaga
taagggtgag
cctgectggt
tggtgctact

ccetggtget

ggtcggagca
ccagecacaa
ctcotgetee
gagggcecaaq
gaccgagacyg
.ttgtgcgatg
ggcogagtget
gg<gtcgagyg
cctggeogag
cctcecggac
gagaaatcaa
ctcectggce
-gchagcctg
aatggagaty
cctcagggtyg
ggtttcagtg
cctggcagee
gagagaggtc
ggtgctgeeg

gttggtgcta

40

1365

ggaggcacgc
agagtctaca
tettagcgge
acgaagacat
tytggaaacc
acgtgatctg
gteocogtctg
gacccaaggyg
atggcateceg
cccotggect
ccygaggaat
ccoctggrge
gagettcagy
atggggaagce
ctogaggatt
gtttggatgg
ctggtgaaaa
gecctggage
ggcccocotgg

agyggtgaage

ggagtgtgag
tgtctagggt
cacegeecte
cecaccaate
cgagcectge
tgacgagace
ccecgacgge
agacactggc
tggacagecet
cggaggaaac
ttcogtgeoot
acctggtccc
teccatgggt
tggaaaacct
geccggaaca
tgeocaaggga
tggagotoot
cectggeect
tcocaccgge

tggtccccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
960
1020
1080
1140

1200



gggccccgag
gcotggtgetg
gccaatggtg
qgaccccagy
cetggeagea
ccececctggee
ggccotgocey
gatggtgttg
cecaaaggat
ggtetgactg
geceggtcaag
gtgatgggat
ggtgtteceeg
cagggaccee
teececceggat
ggtgaacagyg
agaggtttce
gccaacggtg
ggtagecagg
ccagggecta
aaagatggcg
ggtgacaagg
ceeggagace
gcoctgacggoo
ggteecectg
cctggageca
gotgetggec
ggtcoctgetg
cctggtgaag
gctgatggtc
ggtgtggteg
tctggtgaac
ccoatggges
ggtgeegaag
aceggeeeeyg
cctgctggca

ggccctgttg

getotgaagg
ctggeeocetge
ctectyggtat
geeceggegg
aaggagacac
ctgctggaga
gaccccctgg
ctggtecccaa
ctectggtga
gaagecoctgg
atggtegeee
tecctggace
gacccoctgg
ctyggocetge
teccagggtet
gtgttectgg
ctggcgageg
ctccocggoaa
gcgeccotgg
agggtgacag
tocecgtggtet
gtgaaagtgy
gtggtgagec
aacctggtge
geccetgocgg
aaggtgctcyg
gagtcggted
gcaaagaagg
ttggtcoeoe
ctgoetggtge
gqcotgectyg
ctggcaaaca
cccctggatt
gttccoctgg
ctggacccoce
agagtggtga

gcgeccgtgg

ES 2565 185713

tcocccagggt
tggaaaccct
tgctggtget
cectoectggt
tggtgctaag
ggaaggaaag
cgagegtggt
gggteecget
agctggtcgt
cagooctggt
cggacccoca
taaaggtgct
cgotgteggt
tggteceget
cocctggtect
agaccttgge
tggtgtgcaa
cgatggtgct
ccttcaggga
aggtgatgct
gactggccce
teeccagecgge
tggteccoce
taaaggcgaa
accegetgga
cggcagoget
teotggocee
cggcaaaggt
tggtecccet
tcctggtact
tcagagagga
aggtcectot
ggctggacce
acgagacggt
tggtygcteet
tcgtggtgag

ccecgeegga

gtgcgtagtyg
ggtgetgaty
ectyggettec
cgocaagggta
ggagagcctg

cgaggagete

ggacctggta

ggtgaacgtg
cecggtgaaqg
cctgatggea
ggcecacetq
gctygagage

cetgctggea

ggcgagagag

gctggtecte
gecoctggee
ggtececctyg
aagggtgatg
atgcctggtg

gygteccaaay

attggtccte

cectgetggte
ggecctgety
cctggtgatg
cecectgges
ggtcceccoctg

tctyggaaatg

cccogtggtyg

ggcecctgoetg
ccegggecte
gagagaggct
ggagcaagtg
cctggtgaat
tctectggeg
ggtgctecty
actggtcctg

ccccaaggec

41

agcctyggece
gacagectgy
ctggtgeoceg
acagcggtga
gecctgttgy
gaggtgaacc
googiggttt
gttctectgg
ctggtctgeco
aaactygcoe
gtgecegtyg
ccggeaagge
aagatggaga
gtgaacaagg
cagygtgaage
cctetggage
gtoctgetgg
ctggtgecce
aacgtggtge
gtgctgatgg
ctggecctge
ccactggage
getttgoctgg
ctggtgctaa
ccattggtaa
gtgetactgg
ctggaccecec
agactggece
gcgagaaagg
aaggtattge
tcectggtet
gtgaacgtygg
ctggacgtga
ccaagggtga
gtgecectgg
ctggteccge

cecgtggtga

ccctggecct
tgctaaaggt
aggeccctet
acctggtgct
tgttecaagga
cggacccact
coctggoegeca
ccoctgotgge
tggtgccoaag
écctggtccc
tcaggetggt
tggagagcga
ggctggaget
ceooctgetgge
aggcaaacct
aagaggcgag
£ccccgaggg
tggagctcee
agoctggtett
ctctectygge
tggtgccect
tcgtggtgec
cocococtggt
aggcgatget
tgttggtget
tttccocctggt
tggeecctect
tgctggacgt
atceccotggt
tggacagcgt
tccﬁggcccc
tceccotggt
gggggctect
cegtggtgay
cecogttgge
cggtooctgec

caagggtgag

1269
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
2020
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33160

3420



acaggcgaac
ceceocectggec
ggtceocogag
cctyggeocca
ceoecoeggee
agcttectge
gatgatgcca
agccageaga
tgcegtgace
aaccaagget
tgegtgtace
aaggacaaga
ggceggecagy
tccaccgagg
cagcagactyg
cgegeocgagy
accggagecet
atcatecgaty
ggeectgtet
acttteoocee
aaatgggaga
caaacttagt
cttaccaaaa
gtccacttge
accccaatge
cctteoccaaa
aaaggcaatg
acceccagge
geteccatgg
accageecct
ggatttgggg
gttcettgtyg
ggcaactgcc
aggtgctaca
agatgecece
tatttttctt

ctatttaaca

agggcgacag
cteoctggote
gteccoctgg
ttggygeoccee
ctoctggacc
ceceagocace
atgtggttcg
togagaacat
tcaagatgtg
gqcaacctgga
ccactcagec
ggcatgtctg
geotocogacee
cctoccagaa
gcaacctcaa
gcaacagecg
g9ggcaagac
tggccecectt
getteoctgta
caaccoggaa
caatttcaca
ttttatettt
aaaaaaaaaa
ttgaagacee
tgocotttet
totgtotece
ctcaaacacc
cctgggggac
ctcttgoaac
cactgggttc
aacgogtgte
taactgtgtt
tqgggogegag
totatgtgat
ccaggecage
trtettetet

tgggaggaga
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aggcataaag
tocgtggtgaa
ctctgctggt
tggtectege
tcetggtoee
téaagagaag‘
tgaccgtgac
ccggagecca
ccactetgac
tgccatcaaa
cagtgtggee
gtteggcgag
tgccgatgtg
catcacctac
gaaggcectg
cticacctac
agtgattgaa
ggacgttggt
aactcectec
acagacaagc
tggactttygg
gaccaaccga
daaaagaata
atgegggggt
getootttet
cagaagacac
caagtggcec
ctgggyttcot
ateotecccote
ggaggagagt
aatcecttagt
gotgaaagac
gatgggggca
g9gtggggtyg
aaatgttect
ttttttegty

gegtgtgeyg

ggtcaccgtyg
caaggteccot
gotocctggea
ggtcgeactg
cetggtocte
geotcacgatg
ctcgaggtgg
gagggeagee
tggaagagtg
gtottcotgea
cagaagaact
agcatgaccg
gcoatecage
cagtgcaaga
ctectecagg
agecgteactg
tacaaaacca
gcoccagacc
atcccaacct
aacccaaact
aaaatatttt
acatgaccaa
aataaataac
aagtccottt
ccacaceeee
aggaaacaat
ccacccteay
cagactgecca
cgtttttgag
caggaagggc
gecgeaggge
tagctogtte
gggtggaagce
gg9gagggaat
ttttgttcaa

gatggggact

ctcecagecca

42

gettetetgg
ctggagecte
aagatggact
gtgatgetgg
ccagegetgy
gtggeegeta
acaccaccct
gcaagaacce
gagagtactyg
acatggagac
ggtacatcag
at.ggattcca
tgaccttect
acagegtgygo
gotocaacga
togatggoty
ccaagaccte
aggaattegg
ggcteeoctoe
gaacccecte
tttoottige
aaaccaaaag
tttttaaaaa
ctgccogttg
cttggggect
gtattgtctg
cccgetootyg
aagaageoctt
ggggtcatge
cacgacaaag
tgggceggyag
ttgtcttgat
ggcteococat
cactggtgct
agtctatttt
tgtgaatttt

goceegetget

cctocagggt
tggtcoctgct
caacggtote
tectgttggt
tttegactte
ctaceggget
caagagcctg
cgeocgcace
gattgaccce
tggtgagace
caagaaccce
gttcgagtat
gogectgatyg
ctacatggag¢
gatcgagate
cacgagtcac
cegectgecoco
cttcgacgtt
cacccaacca
aaaagccaaa
attcatctct
tgecattcaac
aggaagcttg
ggcttatgaa
ceeetecact
cccagcaat&
ceegeoccage
gecatotgygc
¢gggggagoc
cagaaacatce

agactygtict

gtgtcaccgg

tttataccaa
atagaaattg
tattocttga
tctaaaggtg

cactttccac

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5240
5340
5400
5460
5520
5580

5640
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cctoteteca
coctocteca
gteccogggt
gaggaagcaa

ttattttgat

<211> 5411
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<221> misc_feature
<223> Colageno, tipo |, alfa 2 (COL1A2), ARNm

gtgtccgata
ggaggtatgc
tcaaaaagaa
gctecectect
cagcceotece
gtataaatag
ctaagttgga
gtgacccagq
tttgtggata
tctttacaag
aggggteocac
ccacctggtc
aaaggagttg
gecagcotggag
ggtcaaactyg
gatggtcacc
gctegtggtt
ggtetggatg
cctggtgaaa
cgtgttggty
ggtcctgetg
aagggtgaaa
gaagtgggtce
ggecttactyg
cctggaccee

cttgttggty

cctgeocteoeg
cagetgcage
ttcagagaca
aagactotge

tgectggaata

gtgtttccaa
agacaacgag
tggaaccaat
ctgogeceoe
attggtggag
ggcagatccg
ggtactggce
ggetotygoga
cgcggacttt
aggaaactgt
caggecceoe
ctectggoeoe
gacttggccc
ccccaggoce
gtectgeagg
ctggaaaacc
tccctggaac
gattgaaggg
atggaactce
ccectggoce
gtcceattgg
ttggagctge
ttececaggect
gtgccaaggg
geggtattee

agcectggtce

ES 2 56

gpttctcagg
cecateoctece
acttcccaaa
acctattttg

aagcatgtgg

acttggaaag

tcagagttte

ttaagaagcce

gcaggcectect

goecttitygy

ggctttatta

acgactgcat

cacaaggagt‘
gttygctgott
aagaaagggc
aggcagagat
ccctggtcte
tggaccaatg
tcaagyttte
tgctogtggt
cggacgacet
tectggactt
acagcccggt
aggtcsaaca
agctggtgce
gtctgetggo
tggtaacgct
cteoceggeocec
tgoctgotgge
tygcecotgte

agcetggctec

5185713

cctetgotet
ggcteectee
gcacaaagca
tatgtgtata

aaatgaccea

99¢9999gag
ccettgaaag
agcccogtgg
cccagetgtg
aggcacccta
ttttagcace
geccgogocc
ctygcatgeot
gcagtaacct
ccagecggag
ggtgaagatg
ggtgggaact

ggcttaatygy

caaggacctg

ccagetggoee
ggtgagagag
cctggottca
gotoctggty
gg9agecegtg

cgtggeagtg

cctocagget

ggtcctgctg
gttggaccetc
cttcocoggeyg
ggtgctgeeg

aaaggagaga

43

ccgacctete tectetgaaa
tagtetgtoe tgcgtoctet
gtttttcocee ctaggggtyy

ataatttgag atgtttttaa

aacataa

ggcgggagga
cctcaaaagt
ccacgtecct
geotygcecggg
gggccaggga
acggcagcag
gceaggtgat
aagtgctaga
tatgecctage
atagaggace
gtceccacagg
ttgetgetea
gacctagagg
ctggtgagee
ctcotygeaa
gagttgttygg
aaggcattag
tgaagggtga
ggcttoctygg
atggaagtgt
tcccaggtge
gtceoogecgg
ctggtaatce
ttgctggggc
gtgetactgg

gcggtaacaa

tgcggaggge
gtccacgtec
toocccatte
cegocagece
aacttttgce
gaggtttcgg
acctcegecg
catgetcage
aacatgccaa
5cgtggagaa
cecteetggt
gtatgatgga
cccacctggt
tggtgaacct
ggctggtgaa
accagagggt
ng&cacaat
acctggtgeo
tgagagagga
gggteccgty
cectggecce
tececececgtygt
tggagcaaac
tccoggecte
tgecagagga

gggtgagece

5700

5760

5820

5880

5927

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
940
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500

1560



ggetetgetg
aatggggaag
tctogtggte
ggtgcaagtg
cetggtetca
aaagaaggtc
ggagcaagag
cctggcaaaa
cctgatggaa
ggtgaacagg
gctggtgaag
ccotgotygte
ggtcctattg
ectggtgtag
gagaggggtg
ggtgaaattyg
cctggtecty
cetgetggte
ggatttgetyg
aaagggecta
ceagetgyte
ggtatgactg
totggeccte
gaccaaggte
ggtgagaagyg
cagggtottc
ctaccaggtg
ggggeccyty
getggteogtg
cacaagggag
ggtectcatyg
tctggtectyg
attcgtggeg
ggacacaaty
cetggotecg
aaagatggte

ggtcaccaag

ggccccaaqgqg
ctggatetge
ttectggage
gecctgotgg
tgggacccag
ctgteoggect
gagagectgg
acggtgataa
acaatggtge
gtcocococotgy
ttggcaaacc
caagagggya
gaagecygagg
ttggtgotgt
ctgctggcoat
gtaaccctygg
ctggagecac
ctcggggaag
gtoctgetgg
agggtgaaaa
caaatggtcc
gtttceoetgg
ctggteecoe
cagttggaeg
gtecotetgg
ttggtgotec
Lttgotggtgc
gtcctoctgg
atggcaacce
agcgeggtta
gococgtggy
ttggtectyge
ataagggaga
gattgcaagqg
tgggteotge
gcactggaca

gccctgotgg

ES 2565 185713

tcctoctgge
cggcectoca

tgatggcaga

agtccgagga

aggtettect
ccotgygecate
caacattgga
aggtcatgct

tcagggacct

tecctecagye

aggagaaagg
acgocggtoce
tcetteotgga
gggcactget
acctggaggce
cagagatggt
aggtgaccgg
cecotggtgaa
tgotgeotggt
cggtgttgtt
ccooggtect
tgctgectgga
tggtectget
aéctggagaa
agaggetggt
tggtattctg
tgtgggtgaa
tgetgtgggt
tgggaacgat
ccetggcaat
téctgctggc
tggtgetgtt
gcocoggtgaa
tctgeetyggt
tggtcctagg
tcctggtaca

coccccoctggt

cccagtggtg
ggacctocty
getggegtca
cctaatggag
gygttecocteg
gacggecagge
ttceectggac
ggtcttgctg
cetggaccac
tteocagggte
ggtctceoatg
ccaggtgaga
cooecaggge
ggtccatctg
aagggagaaa

getegrggty

ggcyaagctg

cgtggtgagg
caacctggtg
ggtcccacag
gctggaagte
cggactggte

gggaaagaag

_gtaggtgcag

actgctggac
ggtctecctg
cctggteete
agtcctggag
ggtceccceag

attggteceg

.aaacatggaa

ggeccaaqay
aaggggecca
atcgetggtce
ggecctgctyg
gttggacctg

cocecetggee

44

aagaaggaaa
ggctgagagg
tgggecctee
atgctggtey
gaaatategg
ctggeccaat
ccaaaggecc
gtgctegggg
agggtgttca
tgecetggece
gtgagtttgg
gtggtgetgc
ctgatggaaa
gtectagtgg
agggtgaacce
ctectggtge
g9g9gctgetygy
teggtootge
ctaaaggaga
geeecygttgg
gtggtgatgg
ccecaggace
dgettcgtgg
ttggtceceee
ctectyggcac
gctcgagagg
ttggcattgc
tcaacggtge
gtcgegatgg
ttggtgetge
accgrggtga
gtectagtgg
gaggtettec
accatggtga
gtecttetgy
ctggecattey

ctectggace

gagaggecct
tagtcetggt
tggtagtegt
ccctggagag
cecegoetgga
tggeccaget
cactggtgat
tgctecaggt
Eggtggaaaa
cteagygtece
tctecoctggt
cggtectact
caagggtgaa
actecocagga
tggtctcaga
;gtaggtgcc
tectgotggt
tggeeccaat
aagaggagcc
agctgctgge
aggceccect
ctotggtatt
tcc£cgtggt
tggottogot
tccaggtect
tgaacgtggt
cggeoecteet
tcctggtgaa
tcaaccegga
aggtgeacct
aactggteoct
cocacaagge
tggcttaaag
tcaaggtget
cootgetgga
aggeccteoag

tccaggtgta

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24960
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2890
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3489
3540
3600
3660
arzo

3780
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<210>5

ageggiggte
tcageacctt
aaccagattg
cgtgacttga
caaqgatgca
ategogggeceo
aaacacgtct
ggagtgactt
gocctctocaga
ggcaacctyga
ggcaacagca
tggggaaaga
attgcacett
tgtttcaaat
ctttgccatt
catctacttg
aatacagttt
ctettacacc
aataaaaace
tttaaaacce
ccacattgtt
ataatacaaa
aagaatttga
atttgattta
cocaaatett
tggttccaca
atatgtgaga

aaagaacata

<211> 1633
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La secuencia sintética contiene las regiones codificantes de la secuencia sefial vascular del gen de la
cebada para el precursor de la tiol proteasa aleuraina fusionado a la subunidad beta de la 4-hidroxilasa de

gttatgacte
ctctecagace
agacccttot
gactcagoca
ctatggatge
aacctgaaaa
ggctaggaga
ccaaggaaat
acatcaccta
aaaaggctgt
ggttcactta
caatcattga
tggacatcyyg
aaatgaactc
tecttottott
cttaaategt
cattaactee
tgttatggaa
ataaacattt
aaacttccaa
aggtgotgac
ggtgcoctaatct
gaagaaatac
geattocatat
cttcagatte
gaagetttgt
tgtttaaata

t

prolilo y regiones flanqueantes.

<400> 5

ES 2565 185713

tggttacgat

caaggactat-

tactcctgaa
cccagagtgg
tatcaaagta
catcccagec
aactatcaat

ggctacccaa

ccactgcaag-

cattctacag
cactgttctt
atacaaaaca
tggtgctgac
aatctaaatt

cttttttaac

gggraaaaga’

ttceceeget
aatgtcaace
gcaccactty
aggtttaaac
ctagacagag

aatagtattt

tcotgtatty

tttccatett
ageatttgtt
ttcttgggea

aattgtgaaa

ggagacttct
gaagttgatg
ggctetagaa
agcagtggit
tactgtgatt
aagaactggt
gctggeagece
cttygecttea
aacagcattg
gygctotaaty
gtagatgget
aataagccat
caggaattet
aaaaaagaaa
tgaaagctga
gaaaaagaag
cococccaaaaa
tttgtaagaa
tggcttttga
tacctcaaaa
atgaactgag
cagatacttg
agttgtatcyg
attcccaatt
ctttgccagt
agcagaaaaa

aaaatgaaat

45

acagggctga
ctactctgaa
agaacccage
actactggat
tetectactyy
ataggagctc
agtttgaata
tgoegoctygct
catacatgga
atgttgaact
gctctaaaaa
cacgectgee
ttgtggacat
gasatttgaa
atcettccat
gattgatcaqg
tttgaatttt
aaccaaaata
atatcttcca
cactttecca
gtocttgttt
aagaatgttg
tgtggtgtat
aaaagtatge
cteattttca
ttaaattgta

aaagcatgtt

ccagectege
gtctcteaac
tcgeoacatge
tgaccctaac
cgaaacctgt
caaggacaag
taatgtagaa
ggecaactat
tgaggagact
tgttgcotgag
gacaaatgaa
cttocttgat
tggcccagte
aaaactttet
ttcttetgea
agcattgtgec
tttitcaaca
aaaattgaaa
cagagggaag
tgagtgtgat
tgttttgttg
atggtgctag
tttttaaaaa
agattatttg
tcttotteca
cctattttgt

tggtttteca

kb L]0

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

5400

5411
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<210> 6

ctcgagtaaa
gctgetgttg

actgatagag

gatcacgttc
cttcttgtgg
gctaagygctg
gctactgagqg
ttcttcagga
gatattgtga
getgotgoty
gtggagtctg
ttcggaatta
gtgettttca
aaccttocttg
actgctccaa
totgtgtotg
ggaaagattec
ttetteggac
atgactaagt
cacagattee
tgggataage
gagaagaaga
gctocaatet
aagatggatt
aagttettee
gatggattca
cttgaggatt

gtgtgatgag

<211> 1723
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La secuencia sintética contiene las regiones codificantes de la secuencia sefial vascular del gen de la
cebada para el precursor de la tiol proteasa aleuraina fusionado a la subunidad alfa-1 de la 4-hidroxilasa de

ccatggotca
ctgtyggette

ctgottctac

ttgtgcttag
agttttatge
ctggaaagtt
agtctgatct
acggagatac
actggcttaa
aatctottg
attctgctaa
cttctaacte
agaaattcga
atttcattaa
agattttcgg
attacgatgg
ttttocatttt
ttaagaagga
acaagccaga
ttgagggaaa
agccagttaa
acgtgttcogt
gggataagtt
ctactgctaa
cagcttotge
agaagttcct
tggaagaagc

cte

prolilo y regiones flanqueantes

<400> 6

ES 2565 185713

tgctagggtt
ttcttecatet-

tcttgctcaa

gaagtctaac
tecttggtyge
gaaggetgag
tgctcaacay
tgcttctcca
gaagagaact
ggagtcatct
goagttectt
tgatgtgtte
tgagggaagyg
gcacaaccag
aggagagatt
aaagttgtct
cattgattct
agagtgccoca
gtctgaagaa
gattaagceca
ggtgttggty
ggagttotac
gggagagact
cgaggtggag
tgataggact
tgagtctgga

tgaggagcca

ttgettitgg
ttcgotgatt

ttggtcgaca

ttcgeotgaag
ggacattgca
ggatctgaaa
tacggagtta
aaggagtata

ggaccagctg

Igaggtggcag

caagctgctg
tctaagtace
aacaatttecg
cttecactig
aagactcaca

aacttcaaga

_gatcacactyg

gctgttagge
cttactgetyg
caccttatgt
ggtaaaaact
gcaccttggt

tacaaggatc

.gotgttaagg

gtgattgatt
ggacaagatg

gatatggagg

46

ctocttgetgt
ctaacccaat

tggatgetee

ctettgetge
aagetottge
ttaggecttge
ggggatacec
ctgctyggaay
ctactactet
tgattggatt
aggctattga
agcttgataa
agggagaggt
tgattgagtt
ttottettet
ctgctgotga
ataaccagag
ttattactot
agaggattac
ctcaagagct
tcgaggatgt
gtggtcactyg
acgagaacat
ttcactotet
acaacggaga
gagctggaga

aggatgatga

teottgotact
taggccagty

agaagaggag

tcacaagtac
tccagagtat

taaagtggat

hactattaag

ggaggctgat
tccagatgga
cttcaaggat
tgatattcca
ggatggagtg
gacaaaggag
Eactgagcag
ccttocaaag
gtotttecaag
gattcttgag
tgaggaggag
tgagttctgc
tccagaggat
§gctttcgat
taagcagctt
tgtgattget
cccaactttg
aaggactcty
tgatgatgat

tcagaaggct

60
12¢

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
940
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15690
1620

1633
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<210>7

ctcgagtaaa
getgotghtyg
actgatagag
tctattggac

gattacatta

gataggctta
gotttoaagt
aaggatatgt
gatgaggatc
gatactgata
getgaggatt
gagctttgga
aaggtgtcag
gotottttge
aaccttaagt
gatgatcagt
cetgagaggc
aggcagaaga
gotccageta
atttctgatg
actatttcta
gettggeottt
cttactggac
ggacaatatyg
cttggaacty
ggagctactyg
ttctggtaca
ccagttettyg

tttagaaggc

<211> 1489
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Una proteina recombinante que consiste en la sefial transitoria vacuolar fusionada al colageno alfa 1

(1) humano

<400> 7

ccatggctca
ctgtggetic
ctgettctac
agatgactga

aggetgagga

cttctactge
tgatgaagag
ctgatggatt
aagtgggage
caatttctaa
gcttocgaget
tggaacaage
tgcttgatta
ttactaagaa
acttocgagta
ctgatcaaaa
agaagtatga
agttgttetg
agcaagaaga
ctgagattga
accctattac
ctggatacga
ttgatgtgte
agecacactt
gaaacaggat
ttttececaga
accttitecge
ttggaaacaa

catgcactct

ES 2565 185713

tgctagggtt
ttcttcatct
tettgeteaa
tcttattcac‘

ggataagttg

tacaaaagat
gettaacact
cattictaac
tgctaagget
gggaaacctt
tggaaaggtt
tcttaggcag
cctttettac
gttgcttgag
cattatgget
gactacteca
gatgttgtgt
caggtatcac
tgagtgggat
gattgtgaag
tggtgatett
gaacccagtg
tactgetgag
cgattteoget
tgctacttgy
agtgggaget
ttctggagag
gtgggtgtca

ttctgagett

ttgettttgg
ttegetgatt
ttggtcgaca
actgagaagg

gagcagatta

ccagagggat
gagtggagtg
cttactatte
cttettagge
ccaggagtta
goatagactyg
cttgatgagg
getgtgtace
cttgatecag
aaggaaaagy
aagaagaagg
aggggagagqg
gatggaaaca
aagccaagga
gatcttgeta
gagactgtge
gtgtetagga
gagctteaag
aggaaggaty
cttttectaca
totgtttgge
ggagattact
aacaagtggce

gagtgatgag

47

ctettgetgt
ctaacccaat
tgeacecady
atcttgtgac

agaagtyggc

tcgttggtea
agettgagaa
agaggcagta
ttcaggatac
agcacaagtc
aggctgatta
gagagatttc
agcagggtga
aacatcagag
atgtgaacaa
gagtggctgt
gtattaagat
ggaacccaaa
ttattaggtt
agccaagact
actacaggat
ttaacatgag
ttgctaacta
agecagatge
tgtctgatgt
caaagaaggg
ctactaggeca
ttcatgagag

cte

tecttgctact
taggccagtyg
attettcact
ttetcttaag

t.gagaagtty

tccagtgaac
cettgtgett
cttcecaaat
ttacaacctt
tttocecttact
ctaccacact
tactattgat
tcttgataag
ggctaacgga
gtetgettet
tgattatctt
gactccaagg
gttecattett
ceacgatatt
taggagggct
ttctaagict
gattecaggat
cggagttgga
ttttaaggayg
ttotgotgga
aactgcotgtg
tgcotgettge

gggacaagag

60
120
180
240

300

360
429
490
540
600
660
120
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1723
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Met Ala His Ala Arg val Leu Leu Leu Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr
1 5 10 15

Ala Ala Val Ala Val Ala Ser Ser Ser Ser Phe Ala Asp Ser Asn Pro
20 25 0 -

Ile Arg Pro Val Thr Asp Arg Ala Ala Ser Thr Leu Ala Gln Leu Gln
35 40 45

Glu Glu Gly Gln Val Glu Gly Gln Asp Glu Asp Ile Pro Pro Ile Thr
50 55 60

48



Cys

65

Glu

Asp

Glu

Asp

Arg

145

Gly

Pro

Asp

Ser

Gly

225

Pro

Asp

Gly

Met

Ala

305

Gly

Arg

val

Pro

val

Gly

Gln

130

Gly

Gln

Pro

Glu

Gly

210

Phe

Met

Gly

Pro

Lys

290

Gly

Ala

Pro

Gln

Cys

Ile

Glu

115

Glu

Pro

Pro

Gly

Lys

195

Pro

Gln

Gly

Glu

Gln

275

Gly

Pro

Pro

Gly

Asn

Arg

Cys

100

Ccys

Thr

Arg

Gly

Leu

180

Ser

Arg

Gly

Pro

Ala

260

Gly

His

Ala

Gly

Ala
340
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Gly

Ile

85

Asp

cys

Thr

Gly

Leu

165

Gly

Thr

Gly

Fro

Arg

245

Gly

Ala

Arg

Gly

Gln

325

Pro

Leu
70

Cys

Glu

Pro

Gly

Pro

150

Pro

Gly

Gly

Leu

Fro

230

Gly

Lys

Arg

Gly

Fro

310

Met

Gly.

Arg

val

Thr

val

val

135

Ala

Gly

Asn

Gly

Pro

215

Gly

Pro

Pro

Gly

Phe

295

Lys

Gly

Pro

Tyx

Cys

Lys

Cys

120

Glu

Gly

Pro

Phe

Ile

200

Gly

Glu

Pro

Gly

Leu

280

Ser

Gly

Pro

Ala

49

His

Asp

Asn

145

Pro

Gly

Pro

Pro

Ala

185

Ser

Pro

Pro

Gly

Arg

265

Pro

Gly

Glu

Arg

Gly
345

AsSp

Asn

90

cys

Asp

Pro

Pro

Gly

170

Pro

Val

Pro

Gly

Pro

250

Pro

Gly

Leu

Pro

Gly

330

Ala

Arg

75

Gly

Pro

Gly

Lys

Gly

155

Pro

Gln

Pro

Gly

Glu

235

Pro

Gly

Thx

Asp

Gly

315

Leu

Arg

Asp

Lys

Gly

Ser

Gly

140

Arg

Pro

Leu

Gly

Ala

220

Pro

Gly

Glu

Ala

Gly

300

Ser

Pro

Gly

val

val

Ala

Glu

125

Asp

Asp

Gly

Ser

Pro

205

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

285

Ala

Prao

Gly

Asn

Trp

Leau

Glu

110

Ser

Thr

Gly

Pro

Tyr

190

Met

Gly

ala

Asn

Gly
270

Leu

Lys

Gly

Glu

Lys
Cys
95

Val
Pro
Gly
Ile
Pro
175
Gly
Gly
Pro
Ser
Gly
255
Pro
Pro
Gly

Glu

Arg

335

Asp
350

Gly

Pro

80

Asp

Pro

Thr

Pro

Pro

160

Gly

Tyr

Pro

Gln

Gly

240

Asp

Pro

Gly

AsSp

Asn

j20

Gly

Ala



Thr

Gly

Pro

385

Pro

Gly

Ala

Gly

Gly

465

val

Arg

Gly

Pro

Lys

545

Gly

Lys

Pra

Gly

val

625

Ala

Gly

Phe

370

Arg

Gly

Gln

Pro

Gly

450

Ser

Gln

Gly

Gly

Lys

530

Gly

Ala

Thr

Gly

Pro

610

Pxo

Gly

Ala

355

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly

435

Pro

Lys

Gly

Glu

Pro

518

Gly

Ser

Lys

Gly

Pro

595

Lys

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

Ala

Gly

420

Phe

Pro

Gly

Pro

Fro

500

Gly

Pro

Pro

Gly

Pro

580

Pro

Gly

Pro

Gin
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Gly

Ala

Glu

Gly

405

Ala

Pro

Gly

Asp

Fro

485

Gly

Sex

Ala

Gly

Leu

565

Pro

Gly

Ala

Pro

Gly
645

Fro

val.

Gly
i%0

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr
470

Gly

Pro

Arg

Gly

Glu

550

Thr

Gly

ala

Ala

Gly
630

Pro

Pro

Gly

375

Pro

Ala

Gly

Ala

Lys

455

Gly

Pro

Thr

Gly

Glu

535

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

615

Ala

Pro

Gly

360

Ala

Gln

Gly

ala

Arg

440

Gly

Ala

Ala

Gly

FPhe

520

Arg

Gly

Ser

Ala

Gly

Pro
Lys
Gly
Pro
Asn
425
iSly
Asn
Lys
Gly
Leu
505
Pro
Gly
ﬁrg
Pro
Gly

585

Gln

600 -

Glu

val

Gly

50

Pro

Gly

Pro

Thr

Gly

Val

Rla

410

Gly

Pro

Ser

Gly

Glu

490

Pro

Gly

Sex

Pro

Gly

570

Gln

Ala

Gly

Pro

hla
650

Gly

Glu

Aryg

395

Gly

Ala

Ser

Gly

Glu

475

Glu

Gly

Ala

Pro

Gly

555

Ser

Asp

Gly

Lys

Ala

635

Gly

Pro

Ala

380

Gly

Asn

Pro

Gly

Glu

460

Pro

Gly

Pro

Asp

Gly

540

Glu

Pro

Gly

val

Ala

620

Gly

Pro

Ala

369

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

445

Pro

Gly

Lys

Pro

Gly

525

Pro

Ala

Gly

Arg

Met

605

Gly

Lys

Rla

Gly

Pro

Pro

Gly

Ile'

430

Gln

Gly

Pro

Arg

Gly
510

val

Ala

Gly

Pro

Pro

s59¢0

Gly

Glu

Asp

Gly

Pro
Gln
Gly
Ala
415
Ala
Gly
Ala
Val
Gly
495
Glu
Ala
Gly
Leu
Asp
575
Gly
Phe
Arg

Gly

Glu
655

Pro

Gly

Pro

400

Asp

Gly

Pro

Fro

Gly

480

ala

Arg

Gly

Pro

Pro

560

Gly

Pro

Pro

Gly

Glu

640

Arg



Gly

Pxo

Pro

Gly

705

Pro

Ala

Gly

Asp

ASp

785

Gly

Pro

Pro

Gly

Pro

865

val

Gly

Pro

Glu

Glu

Ala

Gly

690

Phe

Arg

Gly

Met

Arg

770

Gly

Ala

The

Gly

Ala

850

Pro

Gly

Ala

Ser

Gly
930

Gln

Gly

675

Asp

Pro

Gly

ala

Pro

755

Gly

val

Pro

Gly

Pro

835

Lys

Gly

Ala

Thr

Gly

915

Gly

Gly

660

Pro

Leu

Gly

Ala

Pro

740

Gly

Asp

Arg

Gly

Ala

az0

Ala

Gly

Pro

Pro

Gly

200

AsSn

Lys
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Pro

Pro

Gly

Glu

Asn

725

Gly

Glu

Ala

Gly

Asp

805

Arg

Gly

Glu

Ala

Gly

B85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Arg

710

Gly

Ala

Rrg

Gly

Leu,

790

Lys

Gly

Fhe

Pro

Gly

870

Ala

Pro

Gly

Pxro

Gly

Glu

Prxo

695

Gly

Ala

Pro

Gly

Pro

775

Thr

Gly

Ala

Ala

Gly

855

Pro

Lys

Gly

FPro

Arg
935

Ser

aAla

[3:41)

Gly

val

Pro

Gly

Ala

760

Lys

Gly

Glu

Pro

Gly

840

Asp

Ala

Gly

ala

Pro

920

Gly

51

Pro
665
Gly
Pro
Gln
Gly
Ser
745
Ala
Gly
Pro
Ser
Gly
825
Pro
Rla
Gly
Ala
Ala
905

Gly

Glu

Gly

Lys

Ser

Gly

Asn

130

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

810

asp

Pro

Gly

Pro

Axg

890

Gly

Pro

Thr

FPhe

Pro

Gly

Pro

715

Asp

Gly

Leu

Asp

Gly

795

Pro

Arg

Gly

Ala

Pro

875

Gly

Arg

Pro

Gly

Gln

Gly

Ala

700

Pro

Gly

Ala

Pro

Gly

780

Pro

Ser

Gly

Ala

Lys

960

Gly

Ser

val

Gly

Pro
940

Gly

Glu

685

Arg

Gly

aAla

BPro

Gly

765

Ser

Fro

Gly

Glu

Asp

845

Gly

Fro

Ala

Gly

Pro

925

Ala

Leu

670

Gln

Gly

Pro

Lys’

Gly

750

Pro

Fro

Gly

Pro

Pro
830

Gy

Asp

Ile

Gly

Pro

Gly

Glu

Ala

Gly

735

Leu

Lys

Gly

Pro

Ala

815

Gly

Gln

Ala

Gly

FPro

. B95

Pro
910

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Gly

val

Arg

Gly

720

Asp

Gln

Gly

Lys

Ala

800

Gly

Pro

Pro

Gly

Asn

830

Pro

Gly

Lys

Pro
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Gly Glu val Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Ala Gly Glu Lys Gly
945 950 ’ 985 260

Ser Pro Gly Ala asp Gly Pro Ala Gly Ala Pro Gly Thr Pro Gly Pro
465 a70 975

Gln Gly Ile Ala Gly Gln Arg Gly val val Gly Leu Pro Gly Gln Arg
980 . 985 990

Gly Glu Arg Gly Phe Pro Gly Leu Pro Gly Pro Ser Gly Glu Pro Gly
995 1000 1005

Lys Gln Gly Pro Ser Gly Ala Ser Gly Glu Arg Gly Pro Pro Gly
1010 1015 1020

Pro Met Gly Pro Pro Gly Leu Ala Gly Pro Pro Gly Glu Ser Gly
1025 1030 1035

Arg Glu Gly Ala Pro Gly Ala Glu Gly Ser Pro Gly Arg Asp Gly
1040 1045 1050

Ser Pro Gly Ala Lys Gly Asp Arg Gly Glu Thr Gly Pro Ala Gly
1055 1060 1065

Pro Pro Gly Ala Pro Gly Ala Pro Gly Ala Pro Gly Pro Val Gly
1070 1075 1080

Pro Ala Gly Lys Ser Gly Asp Arg Gly Glu Thr Gly Pro Ala Gly
1085 © 1090 1095

Pro Ala Gly Pro Val Gly Pro Ala Gly Ala Arg Gly Pro Ala Gly
1100 1105 1119

Pro Gln Gly Pro Arg Gly Asp Lys Gly Glu Thr Gly Glu Gln Gly
1115 1120 1125

Asp Arg Gly Ile Lys Gly His Arg Gly Phe Ser Gly Leu Gln Gly
1130 1135 1140

Pro Pro Gly Pro Pro Gly Ser Pro Gly Glu Gln Gly Pro Ser Gly
1145 1150 1155

Ala Ser Gly Pro Ala Gly Pro Arg Gly Pro Pro Gly Ser Ala Gly
1160 1165 1170

Ala Pro Gly Lys Asp Gly Leu Asn Gly Lea Pro Gly Pro Ile Gly
1175 1180 1185

Pro Pro Gly Pro Arg Gly Arg Thr Gly ﬂsp Ala Gly Pro val Gly
1190 1195 1200

Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Ser
1205 1210 1215

Ala Gly Phe Asp Phe Ser Phe Leu Pro Glmn Pro Pro Gln Glu Lys
1220 1225 1230
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Ala

val

Ser

Asn

Trp

Leu

Cys

Ile

Sex

Asp

ser

val

Leu

Ser

Thr

Thr

Ala

Leu
<210> 8
<211> 1389
<212> PRT

His
1235

Arg
1250

Gln
1265

Pro
1280

Lys
1295

Asp
1310

val
1325

Ser
1340

Met
1355

Pro
1370

Thr
1385

Rla
1400

Leu
1415

Arg
1430

Gly
1445

Ser
1460

Pro
1475

<213> Secuencia artificial

Asp

Asp

Gln

Ala

Ser

Ala

Tyx

Lys

Thr

Ala

Glu

Tyr

Lys

Phe

Ala

Arg

Asp

Gly

Ary

Ile

Ary

Gly

Ile

Pro

Asn

Asp

Asp

Ala

Met

Gly

Thr

Trp

Leu

Gln
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Gly

Asp

Glu

Thr

Glu

Lys

Thr

Pro

Gly

val

Ser

Asp

Ser

TYr

Gly

Pro

Glu

Arg

Rsn

Cys

Tyr

val

Gln

Lys

Phe

Ala

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

Ile

Phe

Tyr
1240

Glu
1255

Ile
1270

Arg
1285

TIp
1300

Phe
1315

Pro
1330

Asp
1345

Gln
1360

Ile
1375

Asn
1390

Gln
1405

Glu
1420

val
1435

Thr
1450

Ile
1465

Gly
1480

53

Tyr Arg

val Asp

Arg Ser

Asp Leu

Ile Asp

Cys Asn

Ser val

Lys Arg

Phe Glu

Gln Leu

Ile Thr

Thr Gly

Ile Glu

Thr val

Val Ile

Asp Val

Phe Asp

Ala Asp

Thr Thr

Pro Glu

Lys Met

Pro Asn

Met Glu

Ala Gln

His Val

Tyr Gly

Thr Phe

Tyr His

Asn Leu

Ile Arg

Rsp Gly

Glu Tyr

Ala Pro

Val Gly

Asp
1245

Leu
1260

Gly
1275

Cys
1290

Gln
1305

Thr
1320

Lys
1335

Trp
1350

Gly
1365

Leu
1380

cys
1395

L¥Ys
1410

Ala
1425

Cys
1440

Lys
1455

Leu
1470

Pro
1485

Ala

Lys

Ser

His

Gly

Gly

Asn

Phe

Gln

Arg

Lya

Lys

Glu

Thr

Thr

Asp

val

Asn
Ser
hrg
Ser
Cys
Qlu
Trp
Gly
Gly
Leu
Asn
Ala
Gly
Ser
Thr
val

Cys

val

Lys

Asp

Asn

Thr

Tyr

Glu

Ser

Met

Ser

Leu

Asn

His

Lys

Gly

Phe
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<220>
<223> Una proteina recombinante que consiste en la sefial transitoria vacuolar fusionada al colageno alfa 2
(1) humano

<400> 8
Met Rla His Ala Arg Val Leu Leu Leu Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr

Ala Rla Val Ala val Ala Ser Sex Ser Ser Phe Ala Asp Ser Asn Pro
20 25 30

Ile Arg Pro Val Thr Asp Arg Ala Ala Ser Thr Leu Ala Gln Leu Leu
35 40 45

Gln Glu Glu Thr val Arg Lys Gly Pro Ala Gly Asp Arg Gly Pro Arg

Gly Glu Arg Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Arg asp Gly Glu Asp Gly
&5 70 75 80

Pro Thr Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Leu
a5 90 95

Gly Gly Asn Phe ARla Rla Gln Tyr Asp Gly Lys Gly Val Gl_',r' Leu Gly
100 10% i10

Pro Gly Pro Met Gly Leu Met Gly Pro Arg Gly Pro Pro Gly Ala Ala
115 120 125

Gly Ala Pro Gly Pro Gla Gly Phe Gln Gly Pro Ala Gly Glu Pro Gly
130 135 140

Glu Pro Gly Gln Thr Gly Pro Ala Gly Ala Arg Gly Pro Ala Gly Pro
145 150 155 . 160

Pro Gly Lys Ala Gly Glu Asp Gly His Pro Gly Lys Pro Gly Arg Pro
165 170 175

Gly Glu Arg Gly val Val Gly Pro Gln Gly Ala Arg Gly Phe Pro Gly
180 185 190

Thr Pro Gly Leu Pro Gly Phe Lys Gly Ile Arg Gly His Asn Gly Leu
195 200 205

Asp Gly Leu Lys Gly Gla Pro Gly Ala Pro Gly Val Lys Gly Glu Pro
210 215 : 220

Gly Ala Pro Gly Glu Asn Gly Thr Pro Gly Gln Thr Gly Ala Arg Gly
225 230 235 240

Leu Pro Gly Glu Arg Gly Arg Val Gly Ala Pro Gly Pro Ala Gly Ala
245 250 255
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Arg

Gly

Glu

Arg

305

Gly

Leu

Pro

Gly

Glu

385

Glu

Gly

ala

Ser

Gly

465

Asn

Asp

Gly

Lys

Pro

Gly

Ser

1le

2990

Gly

Asn

Pro

Gly

Glu

370

Pro

Gly

Pro

Asp

Gly

450

Glu

Ile

Gly

ASN

Asn

530

Gly

Ser

Ala

275

Gly

Glu

Pro

Gly

Pro

355

Pro

Gly

Lys

Pro

Gly

435

Pro

Pro

Gly

Arg

Ile

515

Gly

Pro

Asp

260

Gly

Ala

val

Gly

val

340

val

Gly

Ser

Arg

Gly

420

Arg

Ala

GLy

Pro

Pro

500

Gly

Asp

AsSp
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Gly

Pro

val

Gly

Ala

325

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

405

Leu

Ala

Gly

Leu

Ala

485

Gly

Phe

Lys

Gly

Ser

Pro

Gly

Leu

310

Asn

Gly

Ala

Ala

Gly

390

Pro

Arg

Gly

val

Met,

470

Gly

Pro

Pro

Gly

Asn

val

Gly

Asn

295

Pro

Gly

Ala

Ala

Gly

375

Fro

Asn

Gly

val

Arg

455

Gly

Lys

Ile

Gly

His

5§35

Asn

Gly

Phe

Pro
265

Pro

200 -

Ala

Gly

Leu

Pro

Gly

360

Ser

Gln

Gly

Ser

Met

1490

Gly

Pra

Glu

Gly

Pro

520

Ala

Gly

55

Gly

Leu

Thr

Gly

345

Ala

Lys

Gly

Glu

Pro

425

Gly

Pro

Arg

Gly

Pro

505

Lys

Gly

Ala

val

Gly

Pro

Ser

Gly

330

Leu

Thr

Gly

Pro

Ala

410

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

490

Ala

Gly

Leu

Gln

Gly

Ala

Thr

Gly

315

Ala

Pro

Gly

Glu

Pro

395

Gly

Ser

Pro

Gly

Leu

475

val

Gly

Pro

Ala

Gly

Pro

Pro

Gly

300

Pro

Lys

Gly

Ala

Ser

a0

Gly

Ser

ATy

Gly

Asp

460

Pro

Gly

Ala

Tht

Gly

540

Pro

Ala

Gly

285

Pro

val

Gly

Pro

Arg

J65

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

445

Ala

Gly

Leu

Arg

Gly

525

Ala

Pro

Gly
270

Pro

hla

Gly

Ala

Arg

50

Gly

Asn

Ser

Gly

Leu

430

Arg

Gly

Ser

Pro

Gly
510

Asp

Arg

Gly

Pro

Lys

Gly

Pro

Ala

33s

Gly

Leu

Lys

Gly

Fro

415

Pro

Gly

hrg

Pro

Gly

495

Glu

Pro

Gly

Pro

Ile

Gly

Pro

Pro

320

Gly

Ile

val

Gly

Glu

400

Pro

Gly

Ala

Pro

Gly

480

Ile

Pro

Gly

Ala

Gln



545

Gly

Phe

Pro

Gly

Pro

825

Asp

Gly

Ile

Ile

Gly

705

Ala

arg

Gly

Pro

Ala

785

Gly

Arg

Pro

val

Gln

Gly

Pro

610

Thr

Gly

Pro

Pro

Gly

690

Ala

Ala

Gly

Ala

Lys

70

Gly

ASp

Thr

Gly

Gln

Gly

Glu

595

Arg

Gly

Asn

Ser

Gly

675

Asn

Prao

Gly

Glu

Ala

755

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro
§35

Gly

Leu

580

Arg

Gly

Pro

Lys

Gly

660

Gly

Pro

Gly

Pro

val

740

Gly

Glu

Rla

Gly

Pro

820

Ala
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Gly

565

Pro

Gly

Glu

Ile

Gly

6545

Fro

Lys

Gly

Pro

Ala

725

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

805

Pro

Gly

550

Lys

Gly

Leu

Arg

Gly

630

Glu

Ser

Gly

Arg

Ala
710

Gly

Pro

Pro

Gly

Gly

Pro

His

Gly

615

Ser

Pro

Gly

SGlu

Asp

695

Gly

Pro

Ala

Gly

val

-

Pro

730

Pro

Gly

Lys

Asn

Gly

Pro

Glu

Glu

Ser

Gly

500

Pro

Arg

Gly

Leu

Lys

680

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

760

val

Gly

Met

Ser

Gly
840

56

Gln

Gly

585

Glu

Pro

Gly

val

Pro

665

Gly

Ala

Thr

Gly

Pro

745

Lys

Gly

Pro

Thr

Gly

825

Leu

Gly

570

Pro

Phe

Gly

Pro

val

630

Gly

Glu

Arg

Gly

Pro

730

Asn

Gly

Pro

Pro

Gly

810

Ile

Arg

555

Pro

Ala

Gly

Glu

sSer

635

Gly

Glu

Pro

Gly

Asp

715

Arg

Gly

Glu

Thr

Gly

795

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ser

520

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

700

Arg

Gly

Phe

hrg

Gly

780

Pro

Pro

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

605

Gly

Pro

val

Gly

Leu

685

His

Gly

Ser

Ala

Gly

765

Pro

Ala

Gly

Pro

Arg
B45S

Pro

Val
590

Gly

Ala

Pro

Gly

Ala

670

Arg

Gly

Gl

Pro

Gly

750

Gly

val

Gly

Ala

Pro

830

Gly

Pro
575
Gly
Pro
Ala
Gly
Thr
655
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
735
Fro
Lys
Gly
Ser
Ala
815

Gly

Asp

560

Gly

Lys

Ala

Gly

Pro

640

Rla

Gly

Glu

val

Gly

720

Glu

Ala

Gly

Ala

Arg

800

Gly

Pro

Gln
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Gly Pro Val Gly Arg Thr Gly Glu val Gly Ala val Gly Pro Pro Gly
850 B55 860

Phe Ala Gly Glu Lys Gly Pro Ser Gly Glu Ala Gly Thr Ala Gly Pro
865 870 8175 880

Pro Gly Thr Pr¢ Gly Pro Gln Gly Leu Leu Gly Ala Pro Gly Ile Leu
885 890 895

Gly Leu Pro Gly Ser Arg Gly Glu Arg Gly Leu Pro Gly val Ala Gly
%00 9205 210

Ala Val Gly Glu Pro Gly Pro Leu Gly Ile Ala Gly Pro Pro Gly Ala
915 920 925

Arg Gly Pro Pro Gly Ala Val Gly Ser Pro Gly Val Asn Gly Ala Pro
930 935 940

Gly Glu Ala Gly Arg Asp Gly Asn Pro Gly Asn Asp Gly Pro Pro Gly
945 950 955 960

Arg Asp Gly Gln Pro Gly His Lys Gly Glu Arg Gly Tyr Prolcly Asn
965 970 975

Ile Gly Pro val Gly Ala Ala Gly Ala Pro Gly Pro His Gly Pro Vval
980 985 990

Gly Pro Ala Gly Lys His Gly Asn Arg Gly Glu Thr Gly Pro Ser Gly
995 1000 1005

Pro Val Gly Pro Ala Gly Ala Val Gly Pro Arg Gly Pro Ser Gly
1010 1015 : 1020

Pro Gln Gly Ile Arg Gly Asp Lys Gly Glu Pro Gly Glu Lys Gly
1025 1030 1035

Pro Arg Gly Leu Pro Gly Phe Lys Gly His Asn Gly Leu Gln Gly
1040 1045 10590

Leu Pro Gly Ile Ala Gly His His Gly Asp Gln Gly Ala Pro Gly
1455 1060 1065

Ser val Gly Pro Ala Gly Pro Arg Gly Pro Ala Gly Pro Ser Gly
1070 1075 1080

Pro Ala Gly Lys Asp Gly Arg Thr Gly His Pro Gly Thr val Gly
1085 1090 1095

Pro Ala Gly Ile Arg Gly Pro Gln Gly His Gln Gly Pro Ala Gly
1100 1105 1110

Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly WVal Ser Gly
1115 1120 1125 :

Gly Gly Tyr Asp Phe Gly Tyr Asp Gly Asp Phe Tyr Arg Ala asp
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Gln

ASp

Thr

Leu

ASp

Asp

Ile

val

Asn

Phe

His

val

Gly

Tyr

Pro

Gly

<210>9
<211> 2888
<212> ADN

1130

Pro
1145

aAla
1160

Pro
1175

Arg
1190

Pro
1205

Phe
1220

Fro
1235

Trp
1250

Val
1265

Met
1280

Cys
1295

Lys
1310

Ala
1325

Cys
1340

Lys
135%

Leu
1370

Pro
1385

<213> Secuencia artificial

Arg

Thr

Glu

Leu

Asn

Pro

Rla

Leu

Glu

Arg

Lys

Lys

Glu

Ser

Thy

Asp

val

S5er

Leu

Gly

Ser

Gln

Thy

Lys

Gly

Gly

Leu

AsSn

Ala

Gly

Lys

Asn

Ile

Cys
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Ala

Lys

Ser

His

Gly

Gly

Asn

Glu

val

Leu

Ser

val

Asn

Lys

Lys

Gly

Phe

EXo

Ser

Arg

Pro

cys

Gla

Trp

Thr

Thr

Ala

Ile

Ile

Ser

Thr

Pro

Gly

Lys

1135

Ser
1150

Leu
1165

Lys
1180

Glu
1195

Thx
1210

Thr
1225

TYC
1240

Ile
125%

Ser
1270

Asn
1285

Ala
1300

Leu
131%

Arg
1330

Asn
1345

Ser
1360

Ala
1375

58

Leu

ASn

Asn

Trp

Met

Cys

Arg

Asn

Lys

Tyr

Tyr

Gln

Phe

Glu

Arg

Asp

Arg

Asn

Pro

Ser

Glu

Ile

Ser

Ala

Glu

Ala

Met

61y

Thy

TIp

Leu

His

Pro

Gln

Ala

Ser

Ala

Arg

Ser

Gly

Met

Ser

Asp

Ser

Tyr

Gly

Pro

Glu

Lys

Ile

Arg

Gly

Ile

Ala

Lys

Ser

Ala

Gln

Glua

Asn

Thr

Lys

Phe

Fhe

1140

ASp
1155

Glu
117¢

Thr
1185

Tyr
1200

Lys
1215

Gla
1230

Asp
1245

Gln
1260

Thr
1275

Asn
1290

Glu
1305

Asp
1320

val
1335

Thr
1350

Leu
1365

Phe
1380

TYC

Thr

Cys

Tyr

val

Pro

Lys

Phe

Gln

Ile

Thr

val

Leu

Ile

Asp

val

Glu

Leu

Arg

Trp

Tyr

Glu

Lys

Glu

Leu

Thr

Gly

Glu

val

Ile

Ile

Asp

val

Leu

Asp

Ile

Cys

Asn

His

Tyr

Ala

Tyr

Aan

Leu

Asp

Glu

Ala

Ile
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<220>

<223> La secuencia sintética contiene las regiones codificantes de la secuencia sefial vascular del gen de la
cebada para el precursor de la tiol proteasa aleuraina fusionado a la 3-hidroxilasa de lisilo y regiones
flanqueantes

<400> 9
gogaattcocge tagoctatcac tgasaagaca gcoaagacaat ggtgtotcga tgcaccagaa 60
ccacatettt gecageagatg tgaageagcoe agagtggtce acaagacgca ctcagaaaag 120
gecatcttota ¢cgacacaga asaagacaac cacagctcat catccaacat gtagactgte 180
gttatgegtc ggcoctgaagat aagactgacc ccaggccagec actaaagaag aaataatgea 240
agtggtecta getecacttt agefttaata attatgttte attattattc totgettttg 300
ctetctatat aaagagottg tattttcatt tgaaggcaga ggegaacaca Cacacagaac 360
ctocctgott acaaaccaga tcttaaacca tggctcacge tagggttttg cttcttgcté 420
ttgotgttot tgotactgot getgttgetg. tggottottc aagttcotttc gotgattcta 480
acccaattag gecagtgact gatagagotg cttotactet tgctcaattg agatetatgt 540
ctgatagacc aaggggaagg gatccagtta atccagagaa gttgcttgtg attactgtgg 600
ctactgctga gactgaagga taccttagat tccttaggag tgetgagtte ttcaactaca 660
ctgtgaggac tcttggactt ggagaagaat ggaggggagg agatgttget agaactgttg 720
gaggaggaca gaaagtgaga tggettaaga aagagatgga gaagtacget éatagggagq 780
atatgattat tatgttegtg gattettacg atgtgattct tgotggatet ccaactgagé 840
ttttgaagaa attcgttocag tctggatcta ggottcoctttt ctotgetgag totttttgtt 300
ggecagaatyg gggactiget gagoaatate cagaagtggg aactggaaag agatteoctta 260
actctggagg attcattgga ttegotacta ctattcacca gattgtgagg cagtggaagt 1020
acaaggatga cgatgatgat cagetttteot acactagget ttaccttgat ccaggactta 1080
gggagaagtt gtctcttaac cttgatcaca agtetaggat tttecagaac cttaacyggg 1140
ctcttgatga ggttgtgott aagttcogata ggaacagagt gaggattagg Sacgtggctt 1200
acgatactct toctattgtg gtgocatggaa acggaccaac aaaactccag cttaactace 1260
ttggaaacta cgttccaaac ggatggacte’ cagaaggagg atgtggatte tgcaatcagg 1320
ataggagaac tcttccagga ggacaaccac caccaagagt tttocttgot gtgtteogttg 1380
aacagccaac tccattoctt ccaagattec ttcagaggeot tettcttttg gattaccecac 1440
cagatagyggt gacacttttc cttcacaaca aggaggtttt ccacgagcca cacattgctg 1500
attcttggeoe acagettcag gatcatttet ctygctgtgaa gttggttggt ccagaagaag 1560
ctetttctoc aggagaaget agggatatgg ctatggattt gtgeaggeag gatecagagt 1620
gocgagttcta cttototott ghtgctgatg ctgtgettae taacctteag actottagga 1680
ttcttattga ggagaacagg aaagtgattg cteccaatget ttctaggcac ggaaagttge 1740
ggtctaattt ctggggtget ctttetectg atgagtacta ¢goctagatca gaggactacyg 1800
tggagettgt tcagagaaayg agagtgggag tttggaacgt tcecttatatt tcotcaggett 1860
acgtgattag gggagatact cttaggatgg agcttccaca gagyggatgtt ttetctggat 1920
ctgatactga tccagatatg getttctgea agtcttteag ggataaggga attttoctte 1980

59
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15

20

acctttctaa
accttoatee
ttcacgagaa
atgtttactyg
agcattacgg
agaacgttec
agcttottag
aggctaggge
ggecacacca
attatgaggg
agggatggge
cttggggaac
tygcgagacyc
acctgageat
cacccgttac

aattcgcg

<210> 10

<211> 57

<212> PRT

<213> Pisum sativum

<220>
<221> mi

<223> Péptido sefal que se dirige al cloroplasto de la subunidad pequefia de RuBisCO (Ribulosa 1,5

sc_feature

ccagcatgag
tgatctttygg
ctactctagg
gttececactt
acaatggagt
aactgtggat
gacttatgcg
tgttatgaac
cgattcttet
aggaggatge
tottotteoat
tagatatatt
ctatgatcgce
gtgtagctca

tatcgtatte

bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa)

ES 2565 185713

ttcggaagat
cagattitcg
getcttgaag
ctttetgage.
dggaggtagac
attcacatga
ggaccaatga
ttegttgtga
actttcacte
cgtttoctta
ccaggaagyc -
a;ggtgtctt
atgatatttg
gatccttacc

ttatgaataa

tgcttgetac
ataacccagt
gagaagygaat
daatgtgcga
atgaggattc
agcaagtygygg
ctgagtctet
ggtatogteo
ttaacgtgge
gatacgatty
ttactcatta
tegtggatee
ctttcaatte
geeggttteg

tattetocegt

ttcaagatac
ggattggaag
tgtggagecaa
tgagettgtt
taggcttget
atacgaggat
ttteecagga
agatgagcaa
tcttaaccac
cgtgatttct
ccacgaggga
atgactgett
tgttgtgecac
gttcattcta

tcaatttact

gatactgage
gagecagtaca
ccatgcceoag
gctgagatgg
ggaggatacg
caatggcttc
tagcacacta
ccatctetta
aagggaccty
tcaccaagaa
cttccaacta
taatgagata
gttgtaaaaa
atgaatatat

gattgtecag

<400> 10
Met Ala Ser Met lle Ser Ser Ser Ala Val Thr Thr val Ser Arg Ala
1 5 10 15
Ser Thr Val Gln Ser Ala Ala Val Ala Pro Phe Gly Gly Leu Lys Ser
20 . 25 30
Met Thr Gly Phe Pro val Lys Lys Val Asn Thr Asp Ile Thr Ser Ile
s 40 45
Thr Ser Asn Gly Gly Arg Val Lys Cys
50 55
<210> 11
<211> 28
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> misc_feature

<223> Péptido sefial que se dirige a la transaminasa A de la mitocondria

<400> 11

60

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2380

2640

2700

2760

2820

2880

2868
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Met Ala Leu Ala Met Met Ile Arg Asn Ala Ala Ser Lys Arg Gly Met

1
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5

10

Thr Pro Ile Ser Gly His Phe Gly Gly Leu Arg Ser

<210> 12

<211> 4467
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La secuencia sintética contiene las regiones codificantes de la secuencia sefial vascular del gen de la
cebada para el precursor de la tiol proteasa aleuraina fusionado a colageno alfa 1 humano

<400> 12

atggctcacyg
gtggettcta
gcttoccactt
cetocaatta
gaaccttgtc
gatgagacaa
cctgatggte
gatactggte
ggccagectg
ggtggaaatt
tecogttocag
cctggacctc
ccaatgggee
ggaaagcctg
ccaggaactg
gctaagggtyg
ggtgetectg
ccaggaccag
ccaactggte
ggaccacagyg
ccaggcccag
gctaaggycy
ggeoceaagtg
cctgygegete
gttcagggte
ggaccaactg
cctggagctyg

ccagetyggte

20

ctegtgttet
gttcttottt
tggctcaatt
catgegtgea
gtatectgtgt
aaaattgece
ccgagtecce
cacgtggtcc
gattgccagg
tegotocaca
gtoctatggg
aaggctttca
caaggggace
gtcgtcootgg
ctggettgee
atgctggece
gacaaatggg
caggtgctag
ctgotggcce
gcoctagggy
ctggagcage
ctaatggcge
gtectcaagg
caggttctaa
ctooctggtee
gacttcoctyy
atggagtgge

ctaagggctc

ccteotoget
tgctgattca
gcaagaggag
aaatggcttg
gtgtgataac
tggogetgaa
aactgatcay
taggggtcca
accaccagge
actctettat
aceatccgga
aggaccteca
acctggeeca
agagagaggt
tggaatgaag
tgctggacea
tcoctogtygga
gggaaacgat
tccaggattc
ttetgaagga
tggtccagca
accaggtatc
accaggtgga
aggagatact
tgctggagaa
acctectggt
aggtccaaaa

ccctggtéaa

25

ctcgotgtet
aaccctatta
ggecaggttg
cgttaccacyg
ggcaaggtgc

gttectgagyg

gaaactactg

gcaggtcetc
cecacctggee
ggctatgaty
ccaagaggtc
ggcegaaccag

ccaggaaaaa

cctcectggee

ggacataggg
aagggcgage
cttcocaggag
ggtgcaacag
ccaggcgcag
cctocagggtg
‘ggaaatccaqg
gcaggeogeac
ccaccaggte
ggtgctaaag
gaaggaaaaa
gaacgtggcy
ggcectgetg

‘gcaggtagac

61

tggcaacaqge
gacctgttac
agggeccaaga
atagggatgt
tctgcgatga
gocgagtgtty
gcgtggagygg
caggtagaga
caccaggace
agaagtcaac
tceccaggtec
gagaaccagyg
atggcgatga
cacagggtge
gcttcetecgg
caggttecece
aaaggggteg
gegotgetgg
ttggagctaa
ttagaggtga
gtgetgatgg
caggttttce
caaaaggcaa
gcgaaccaqqg
gaggtgcteg
gacctyggete
gagagagagg

caggagaagc

15

tgctgtgget
tgatagagca
tgaggatatc
gtggaaacct
tgttatctge
cectgtgtygd
cccaaaagga
tggtattcca
tcctggtett
aggtggtatt
iccaggtgct
cgottetgga
tggcgaaget
aagaggettg
ccteogatgge
tggagaaaac
tccaggeget
Ecctcctggc
aggagaagca
accaggtccé
tcaacctgga
tggcgetaga
ttctggogaa
acctgttggt
tggagaacca
aaggggttte
ttcaccaqgé

aggattgcca

60
129
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
e840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



ggcgcaaagqg
ccaggtcocay
caagctggcg
ggtgaaagag
gctggagcac
ccagetggta
ggaaaaccty
cgtggtgaaa
cctagaggtg
ggegeacctg
gctggettge
tecccaggaa
ggcgectocag
agaggtgcac
cctoectggag
ggagatgetg
gttggagcac
tttoccaggcg
ggtcctocag
gotggtagac
togocaggag
ggacagagaqg
ccaggaccta
cctoctggec
ggcgeaccag
cgtggagaaa
cctgtgggac
ggacctgttg
aagggagaaa
cteccaggyte
ggceccagetg
aacggteteo
cectgttggec
ttegattttt
taccgtgetg
asatccctet

gctagaacat

gattgacagqg
caggacaaga
ttatgggttt
gagttectgg
agggeectec
gtecaggatt
gagaacaagq
gaggeottoce
ctaatggcgo
gaagtcagag
caggececaaa
asagatggagt
gtgataaggyg
ctggtgatag
ctgatggaca
gtcocacctgg
caggtygctaa
ctgctggtag
gteotgetgg
ctggogaagt
ctgatggeoec
gcgttgtggy
gtggagaacc
ctatgggace
gcgcagaagy
ctggtecage
cagctggaaa
gececetgetgg
caggcgaaca
ctceotggece
gtccaagagyg
caggaccaat
ctocaggace
catttcttee
atgatgctaa
cecagoaaat

gtcgtgattt
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ctctectggt,
tggacgteca
tecaggacet
tccaccagga
aggcectget
tcaaggattg
agttectggt
tggcgagagg-
tcctggcaac
tgeteetgga
99gcgatagg
tegtggtott
cgaaagtgge
gggtgaacct
aéctggcgca'
acctgotggt
gggagctagy
agttggccca
caaggagggt
tggecctect
agetggtgct
aétccctggt
tggaaaacaa
tecctggatty
atgacctgga
aggcccacca
atccggagat

cgetegtgga

aggcgatagy

acctggatca
acctocagga
cggogctoca
tceotggteca
acagccacca
cgttgttagg
tgaaaacatt

gaaaatgtgt

agtcetggee
ggcccaccag
aaaggtgcty
gcagtgggte
gycceagetg
cctggcecty
gatttgggag
ggtgtteaag
gatggagcaa
ttgcaaggaa
ggtgatgctg
actyggeccaa
ccaagtggac
ggaccaccty
aagggtgaac
ccagcaggec
ggttecgetg
ceaggeccat
ygcaaaggac
ggaccaccag

ccaggaactc

‘caaaggggag

ggcocatcag
gctggeceac
agagatggat
ggcgeaccag
aggggegaga
ccagcaggac
ggcattaagq
ccaggagaac
tcagctggtg
ggacctagaqg
ccaggtecae
caagagaaag

gatagagatt

agatctecag

cactccgatt

62

cagatggaaa
gtcectectgg
ctggagagcc
ctgctggcaa
gcgaacgtgg
ctggecctoo
cacctggace
gtcecaccagyg
aaggtgatgc
tgcctyggaga
gaccaaaagq
teggacctee
ctgotggace
gtecagotgg
caggtgatge
ccecotgggee
gtccacctgyg
ccggaaacgc
caaggggcga
gtceagcagg
caggecctea
agagaggatt
gcgctagtygg
ctggcgaate
cccotggtge
gtgcacctgg
caggcceaqc
ctcaaggace
gtcatagggg
agggaccatc
cacctggaaa
gaagaacagyg
ctggtectee
ctcacgatgg
tggaagtgga
daaggttcacyg

ggaaaagtgg

aacaggooca
agcaagggga
aggaaaggca
agatggtgaa
agaacaagge
aggagaagea
ttcaggagcé
tccagcagga
tggtgotect
gaggggtget
tgctgatgga
aggcectygct
Factggtgct
ttttgetgygt
tggcgeaaag
aatcggtaat
agcaacagga
aggcecctect
aactgygecct
agaaaaaggt
aggtattgoet
tocaggetty
agagegtgga
aggteogtgaa
taaaggcgat
cgetccagga
aggaccaget
aaggggagat
ttttagtgyge
tggtgcttoe
agatggtctt
agatgetggc
atcagctgga
cggcagatat
tacaacttty
taaaaaccca

tgaatactgqg

1740
1800
1860
1920
1990
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2920
2880Q
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
1660
31720
3780
3640

3900
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attgatccaa
ggcgaaacat
aaaaatccta
tttgagtacg
cgtcttatgt
tatatggatc
attgagatta
acttcacata
agactcocaa

tttgatgtgy

<210> 13

<211> 3627
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La secuencia sintética contiene las regiones codificantes de la secuencia sefial vascular del gen de la
cebada para el precursor de la tiol proteasa aleuraina fusionado al colageno alfa 2 humano

<400> 13

atggetcacyg
gtggcttcaa
gottocactt
aggggcccta
ccaactggee
gcagctcaat
cetagaggec
ggcgagecag
cctyggaaaag
gttgttggac
ggcattcgtg
aagggtgaac
ctococcaggtg
ggtagtgttg
ccaggegetc
ccageaggte
ggcaaccctg
gctggogeac
gctactggtg
ggaaataagg

gaaggaaaaa

atcagggctg
gegtttatce
aagataagaq
gcggtcaagyg
ccacagaggc
aacaaacagg
gagcagagygyg
ctggeogotiy
tcattgatgt

geccagttig

ctecgtgttet
gttctagttt
tggctcaatt
ggggcgaaagq
ctectggace
acgatggcaa
cacctggtge
gagageceagqg
ctggtgaaga
cacaaggege
gtcataacgg
ctyggagcace
aaaggggtag
gtcctgtyggg
caggacctaa
ctogtggaga
gagctaacgg
caggattgce
cacgtggact
gagaacctgy

ggggaccaaa
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taatctcgat
tactcaacct
gecacgtitgg
tagtgatccea
atcacaaaac

aaaccttaag

caactcaagg

gggtaaaaca
tgctectete

ttteete

cotocteget
tygctgattce
gcttgaagaa
gggtccacca
tcctggccct.
gggtgttygt
téctggtgct
craaacagga
tggtcaccca

taggggattt

cctegatgga

aggtgaaaac
agttyggtgct
céctgctggt
aggagaaate
agtgggattg

cttgacagga

tggtccaagg_

tgttggcgaa
thtgctgga

tggcgaggct

gctatcaaag
tccgtggete
ttcggtgaaa
gctgatgtyg
atcacttace
aaggctctte
tttacttatt
gttatcgagt

gatgteggeyg

ctogotgttt
aacccaatte
gJaaactgtga
ggacctocag
ccagggeocdac
cttggtectg
cetggaccac
ccagctggtyg
ggeaaaccag
ccaggtacac
ttgaagggac
ggtactecoty
cctggacctg
ccaateggtt
ggtgetgtyy
ccaggacttt
gctaaaggeyg
ggtatcccag
ccaggcectg
ccteaaggte

ggatcagcay

63

ttttctgtaa
agaaaaattyg
gtatgactga
ctattcaact
actgcaaaaa
ttttgaaggg
cagttactgt
ataagactac

ctoctgatca

tggcaacage
gteccagttac
ggaagggecc
gcagggatgg
ccggottggg
gtcctatggg
agggttttca
caaggggacc
gacgtocctgg
ctggattgeo
agectggege
gocagactgy
ctggagctag
cegotggece
gtaacgcagg
ctyggtccagt
cagcaggact
geectgtigg
ctggatcaaa
ctcetggace

gtccaccagyg

catggaaaca
gtacatctca
tggatttcaa
cacatttttg
cagtgtggot
ctcaaacgag
tgatggctgc
saaaacatca

agagtteggt

tgctgtgget
tgatagagca
tgotggcgat
cgaagatggt
cggaaacttc
cttgatggga
gygaccaget
tgctggacct
cgaaagaggt
aggttttaag
acctggogtt
tgeaagagga
gggtagtgat
acctggattc
tcctactggt
gggcecteca
ccctggagtg
cgcagotgga
aggegagtet
ttctggagaa

accacctgga

%60
4020
4080
4149
4200
4260
4320
4380
4440

4467

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
129
780
840
900
%60

1020
1080
1140
1200

1260



cttcgtggat
ggaccaccag
gotggtagac
aatatecgygcec
ggccctattg
aagggtccaa
gcaaggggceyg
gJgtgttcaag
ccaggaccaa
gagtttggac
ggcygctgctg
gatggaaata
ccatcaggac
ggcgaacctg
cacggcgetg
gqcagetggoe
ggacctgctg
aaaggtgaaa
ccagtgggceg
ggagatggtg
cotggtcocta
ttgaggggte
ggaccaccetg
cctyggtacac
agtaggygycy
ggaatcgcag
aatggtygcac
agagatggtc
ggtgetgcetyg
cgtggegaaa
ccatetggac
ggcttgoctyg
catggagatc
ttegagtata
agattgctcg
tatatggatg

gttgagettg

ccectggtag
gaagtagagg
caggtgaace
ctgetggaaa
gcccageagg
cagycgatce
ctoctggtoe
gcggaaaaqg
gtggtccage
tcecectggace
gaccaacagg
agggtgaacce
toccocaggega
goctococgtgg
tgggcgetce
cagcaggtcc
gocctaacgg
ggggcggaaa
cagctggace
gacctecagg
gtggtattte
cacgtggtga
gttttgetgg
ctggacctca
aacgtggact
geccaccagyg
ctggegagge
aacctggaca
gegeaccagg
caggcocettc
cteaaggcat
gttttaaagyg
agggtgctce
atgttgaggg
ctaactacge
dggagacagg

tggctgaggg
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tagaggactt
agcatccggt
aggtcttatg

agaaggceoet

tgcaagagga.

tggaaaaaat
agatggaaac
cgaacaaggc
aggtgaagtt
agcaggacca

cccaatcggt

aggagttgtg-

gagaggegot
cgaaatcgga
aggecectget
tgetggecca
ctttgectgge

gggcccaaaa

tgctggteca

aatgacaggt
tggtccagea
tcaaggacca
agaaanggge
aggacttttg

tocotggegty

cgcaagagga

tggtcgtgat
caaaggcgag
cccacacggt
aggceccagtyg
tagaggcgat

acacaacggt

tggatcagtd

cgttacttet
atccoaaaac
aaatttgaag

aaatagtaga

ccaggogetyg
ccagcaggag
gg9cccaaggy
gttggactte
gaacctggca
ggagataagyg
aacggegeac
ccagctggac
ggcaagecag
aggggtgaaa
agtagaggtec
ggcgetgttg
gctggeatte
aatcctggac
ggtgctactg
aggggtagte
cctgotggag
ggtgaaaatg
aatggacecac
tttccaggtg
ggaccaccag
gtgggcagaa
ccttetggag
ggtgeacctg
gcaggageag
ccaccaggag
ggaaacccag
aggggctacc
ccagttggac
ggacctgety
aagggagage
ctocaaggac
ggtccagceag
aaagagatgyg
atcacttate
aaagcagtta

ttcacttaca
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atggtagagc
ttagoggtce
gecteccagy
caggtattga
atattggatt
gtcatgctgg
agggtccace
caccagqgctt
gcgagegtgg
gaggeccteg
ctagtggace
gaacagctgg
ctggaggaaa
gtgatggtge
gtgatagagg
ctggtgaaag
cagcaggtca
gcgttgtggg
caggaccagce
ctgctggtag
gtectgctgg
ctgygtgaagt
aggcaggaac
gtattctegyg
ttggagaacc
ctgttggate
gaaatgatgyg
caggaaatat
cagcagqgaaa
gtgctgttgyg
ctyggcgaaaa
ttccaggtat
gtectagagg
caactcaget
actgcaaaaa
ttotecaagg

cagttttggt

aggcgttatg
taacggagat
tagtccagga
tggacgtcdt
tocaggacca
attggcagge
tggeccetcag
tcaaggctty
acttcatggc
tggagagagt
tccaggcceca
tecttcagga
aggtgaaaaa
tcgtggtgoa
agaggetgge
aggcgaagtt
acctggegot
accaactggg
aggtagtaga
aacaggacct
aaaagaagga
tggogcagty
agctggteoct
attgccagga
tggccctcte
accaggcgg
cocaccagga
tggcecagtt
acacggtaat
Eccaagagga
aggacctaga
cgctggteat
ceeagcagygc
cgcttttatg
ttccattgca
tagtaacgat

ggatggatgc

1320
1380
1440
1500
1560
1620
16890
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
3240
3300
3380
3420

3480
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tcaaagaaaa ctaatgagtg gggcaagaca atcattgagt acaagacaaa taagecttct 3540
aggctoccat ttctocgatat tgeoacctett gatateggag gagotgatca cgagbtttot 3s00
gttgatatcg gacctgtitg ttttaag 3627
<210> 14
<211>45
<212> PRT
5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Senal transitoria vacuolar que se origina de una tiol proteasa vacuolar vegetal

10 <400> 14

Het Ala His Ala Arg Val Leu Leu Leu Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr
1 5 10 15

Ala Ala Val Ala Val Ala Ser Ser Ser Ser Phe Ala Asp Ser Asn Pro
20 25 k1)

Ile Arg Pro val Thr Asp Arg Ala Ala Ser Thr Leu Ala
35 40 45
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REIVINDICACIONES

1. Procolageno humano para su uso en la promocién de la curacion de heridas, en el que dicho procolageno
comprende:

(i) dos cadenas de colageno de tipo | a1 que tienen cada una, una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 1;y
(i) una cadena de colageno de tipo | a2 que tiene una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 2.

2. Un articulo de fabricacion que comprende un material de envasado que contiene, como principios activos,
procolageno humano y un agente para la promocion de la curacion de heridas, en el que dicho procolageno
comprende:

(i) dos cadenas de colageno de tipo | a1 que tienen cada una, una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 1;y
(i) una cadena de colageno de tipo | a2 que tiene una secuencia como se expone en la SEQ ID N°: 2.

3. El articulo de fabricacion de la reivindicacion 2, en el que dicho material de envasado comprende al menos dos
recipientes individuales que contienen por separado dicho procolageno humano y dicho agente para la promocién de
la curacion de heridas.

4. El articulo de fabricacion de la reivindicacién 2, que comprende adicionalmente instrucciones para su uso en la
promocién de la curacién de heridas.

5. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, o articulo de fabricacion de la reivindicacion 2, en
el que dicho procolageno se produce en células vegetales.

6. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, o articulo de fabricacion de la reivindicacion 2, en
el que dicho procolageno es degradable por una colagenasa.

7. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha herida esta relacionada con una
afeccion fibrotica seleccionada de entre el grupo que consiste en esclerodermia sistémica o localizada, fibrosis
hepatica, cirrosis alcohdlica, cirrosis biliar, hepatitis, enfermedad veno-oclusiva, fibrosis intersticial idiopatica, fibrosis
pulmonar idiopatica, fibrosis pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar aguda, sindrome de distrés respiratorio agudo,
fibrosis perimuscular, fibrosis pericentral, dermatofibroma, fibrosis renal, nefropatia diabética, glomerulonefritis,
queloides, cicatrices hipertréficas, adherencias en las articulaciones, artrosis, mielofibrosis, cicatrices corneales,
fibrosis quistica, fibrosis muscular, distrofia muscular de Duchenne, estenosis esofagica, cicatrices retroabdominales,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, alteraciones ateroscleréticas, hipertension pulmonar, angiopatia de arterias y
venas, aneurismas de grandes vasos o que son inducidos o iniciados por la revision de cicatrices, cirugias plasticas,
glaucoma, fibrosis de cataratas, cicatrices corneales, enfermedad del injerto contra el hospedador, cirugia de
tendones, atrapamiento nervioso, contractura de Dupuytren, adherencias OB / GIN, adherencias pélvicas, fibrosis
peridural, enfermedades de la glandula tiroides o paratiroides, enfermedad metastasica 6sea, mieloma multiple y
reestenosis.

8. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha herida esta causada por diabetes.

9. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha herida se elige de entre el grupo
que consiste en una ulcera, una quemadura y una herida quirurgica.

10. El procolageno para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, o articulo de fabricacion de la reivindicacion 2, en
el que dicho procolageno comprende procolageno monomeérico.
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Purificacion final de la
proteina después de una
precipitacion con etanol, una
dialisis frente a fosfato de
sodio 100 mM a pH 7,5y una
centrifugacion

Tratamientos adicionales
I '
o
-
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130kD ——

Todas las muestras se
filtraron a través de 0,2 p
antes de ser cargadas

Liofilizadas y resuspendidas en DDW
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Dos ciclos de congelacion y descongelacién

FIG. 8
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