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Descripcion
Proteinas recombinantes de la seda de arafia

La presente invencion se dirige a proteinas recombinantes de la seda de arafia, 4cidos nucleicos, que codifican para estas
proteinas recombinantes de la seda de arafia, asi como también huéspedes adecuados para la expresion de los &cidos
nucleicos. Ademas, la presente invencion se dirige a un método de agregacion de proteinas de seda de arafia y el uso de
las proteinas en el campo de la biotecnologia y/o medicina y otros campos industriales, en particular en la fabricacién de
piezas de automdviles, en la construccion de aviones, en el procesamiento de textiles y cuero, asi como en la fabricacion y
procesamiento de papel, cosméticos, alimentos, dispositivos electrénicos, administracion de farmacos y similares.

En esta solicitud se usan las siguientes abreviaturas:

NR, no repetitivo; Ap', gen de resistencia a ampicilina; IPTG, isopropilo-R-D-tiogalactosido; GdmCI, cloruro de guanidinio;
GdmSCN, tiocianato de guanidinio; SDS, dodecilsulfato de sodio; PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamina; Tris,
tris(hidroximetil)aminometano; CD, dicroismo circular; rep-proteinas, proteinas repetitivas; Da, Dalton; cps, cuentas por
segundo; MRW, peso promedio por residuo; n.d., no determinado.

Las sedas de arafia son polimeros de proteinas que muestran propiedades fisicas extraordinarias (1). Entre los diferentes
tipos de sedas de arafia, las draglines son las mas intensamente estudiadas. Las sedas Dragline son utilizadas por las
arafias que tejen orbe para construir el marco y los radios de las redes, como lineas de vida que se arrastran detras de
forma permanente. Para estos fines se requiere una alta resistencia a la traccion y elasticidad. La combinacion de tales
propiedades da como resultado una dureza que es mayor que la de la mayoria de otros materiales conocidos (1;2). Las
sedas Dragline se componen generalmente de dos proteinas principales cuyas estructuras primarias comparten una
arquitectura comun repetitiva (3;4).

Las variaciones de una sola unidad de repeticion, que puede comprender hasta 60 amino&cidos, son iterados varias veces
para representar la parte mas grande de una secuencia de seda dragline. Estas unidades de repeticion comprenden un
conjunto limitado de motivos de aminoacidos diferentes. Un motivo que se encuentra en las unidades de repeticion de la
seda dragline es un bloque tipicamente de 6 - 9 residuos de alanina. En los hilos de seda muchos motivos de poli-alanina
forman pilas de laminas f cristalinas que conducen a resistencia a la traccion (5;6).

Los motivos ricos en glicina tales como GGX o GPGXX adoptan estructuras helicoidales flexibles que conectan las regiones
cristalinas y proporcionan elasticidad al hilo (7).

Ademas, todas las proteinas de la seda dragline investigadas comprenden regiones en sus extremos carboxilo que no
muestran ningun patron de repeticion obvio (regiones no repetitivas o NR). Hasta el momento ninguna funcién podria
asignarse a estas regiones en el hilo final.

El ensamblaje de la seda in vivo es un proceso notable. Las proteinas de la seda de arafia dragline se almacenan en
concentraciones de hasta 50 % (p/v) (8) en la denominada glandula ampulacea mayor. Aunque se ha propuesto una
"estructura helicoidal suelta dinamica" para las proteinas dentro de la glandula ampulacea mayor(8), datos mas recientes
sugieren una conformacion aleatoria para las proteinas de la denominada Zona A, que representa la mayor parte de la
glandula (9;10). La solucion proteica altamente concentrada forma la base de seda (solucién de hilatura), que muestra
propiedades de un cristal liquido (11-13).

El ensamblaje del hilo se inicia durante un paso de la base a través del conducto de hilatura acompafiado de extraccién de
agua, sodio y cloruro (14;15). Al mismo tiempo las concentraciones de los iones mas liotropicos potasio y fosfato aumentan
y el pH desciende de 6.9 a 6.3 (14-16). Finalmente el ensamblaje se desencadena por tensidon mecéanica, que es causada al
tirar el hilo hacia fuera del abdomen de la arafia (17).

Para varios propositos los hilos de seda natural no se pueden utilizar directamente, sino que tienen que ser disueltos y
reagrupados en otras morfologias tales como peliculas, espumas, esferas, nanofibras, hidrogeles y similares.

La mayoria de las investigaciones relativas a peliculas fabricadas a partir de proteinas de la seda se han realizado con
fibroina de seda, el componente proteico principal de la seda del gusano de la seda Bombyx mori. Las peliculas de fibroina
de seda pueden moldearse a partir de soluciones acuosas o a partir de soluciones que contienen hexafluoroisopropanol
(HFIP), &cido formico, y acido trifluoroacético. En solucién, las fibroinas de seda tienden a adoptar conformaciones
helicoidales o aleatorias, dependiendo del solvente usado. Cuando se moldea en peliculas, las proteinas mantienen la
conformacién del estado soluble o adoptan una conformacién mas rica en lamina . En la mayoria de los casos el
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procesamiento de las peliculas con metanol conduce a un aumento adicional del contenido de laminas B y de la cristalinidad.
Ademas de fibroina de seda, se han empleado ademas otras proteinas de la seda para moldear peliculas. Vollrath y
colaboradores investigaron peliculas fabricadas de proteinas extraidas de la glandula ampulacea mayor de la arafia Nephila
senegalensis. Las peliculas moldeadas contenian principalmente proteinas en una conformacion aleatoria cuando se
prepararon a partir de una solucion acuosa. Sus estructuras cambiaron a lamina {8 tras la adicion de cloruro de potasio.
Adicionalmente, se han fabricado peliculas a partir de una proteina de seda sintética derivada de la proteina de seda
dragline MaSpl de la arafia Nephila clavipes mediante el uso de HFIP como solvente. En solucién la proteina adopté una
estructura de a-hélice que cambia a una conformacién mas rica en lamina 8 cuando se moldea en una pelicula.

Desafortunadamente, la generacion de materiales de pelicula funcionales de fibroina de seda natural esta restringida por su
secuencia de aminoécidos. La modificacion quimica selectiva de la fibroina de seda solo es posible en una extension muy
limitada debido a la baja abundancia (<1.5%) de cadenas laterales de aminoacidos quimicamente reactivos que contienen
grupos tiol, amino o carboxilo. Adicionalmente, la modificacion genética dentro del huésped natural para alterar las proteinas
de la seda y por lo tanto las propiedades de las peliculas es tedioso.

Aungue se han desentrafiado algunos aspectos estructurales de las proteinas de la seda de arafia, todavia se sabe poco
sobre la contribucién de las proteinas de seda individuales y sus elementos de estructura primaria para el proceso de
ensamble. Los estudios comparativos de las dos principales proteinas de seda dragline de la arafia de jardin Araneus
diadematus, ADF-3 y ADF-4, revelaron que, aunque sus secuencia de aminoacidos son bastante similares (4), ellas
muestran caracteristicas de solubilidad y de ensamblaje notablemente diferentes: Mientras ADF-3 es soluble incluso a altas
concentraciones (18), ADF-4 es virtualmente insoluble y se auto ensambla en estructuras filamentosas bajo condiciones
especificas (resultados no publicados).

El interés cientifico y comercial inici6 la investigacion de la fabricacion a escala industrial de la seda de arafia. La produccion
de seda de arafia nativa es poco practica debido al canibalismo de las arafias, y la produccion artificial ha encontrado
problemas para lograr tanto un rendimiento suficiente de proteinas como un ensamblaje del hilo con calidad. La expresion
bacteriana arrojé niveles de proteina bajas, probablemente causados por un uso de codones diferentes en bacterias y en
arafias. Los genes sintéticos con un uso de codones adaptado para el huésped de expresion llevaron a rendimientos mas
altos, pero las proteinas sintetizadas de los mismos mostraron caracteristicas diferentes en comparacion con las sedas de
arafia nativas. La expresion de los ADNc de seda dragline parciales en lineas celulares de mamifero si rindi6 proteinas de la
seda (por ejemplo ADF-3) que podria hilarse artificialmente en hilos 'de seda’, aunque todavia de calidad inferior.

WO03060099 se refiere a métodos y dispositivos para la hilatura de proteinas de biofilamentos en fibras. Esta invencion es
particularmente Util para la hilatura proteinas de seda recombinantes a partir de soluciones acuosas y mejorar la resistencia
de las fibras y la viabilidad de fabricacion para hacer que la produccion comercial y el uso de tales fibras sea practicable. En
la misma, se describe la expresion de proteinas de seda de arafia en células de mamifero, por ejemplo, células de la
glandula mamaria de cabra transgénica.

La expresion de los genes de seda de arafia auténticos en huéspedes bacterianos es - como se menciond anteriormente -
ineficiente (24) ya que algunas secciones de genes contienen codones no eficazmente traducidos en las bacterias. Ademas,
la manipulacion de genes y la amplificacion por PCR es dificil debido a la naturaleza repetitiva de las sedas. Para investigar
las propiedades de las proteinas de seda de arafia, las estrategias de clonacion se emplean usando mddulos de ADN
sintético con un uso de codones adaptado al huésped de expresion correspondiente. Se obtuvieron genes sintéticos que
codificaban para las proteinas que se asemejan a las regiones repetitivas de las sedas de arafia (25-28). Sin embargo,
ninguno de estos disefios de proteinas incluy6 las regiones NR del carboxilo terminal que se encuentran en todas las sedas
dragline.

Por lo tanto, es un objeto subyacente de la presente invencion proporcionar proteinas de seda de arafia recombinante que
tengan caracteristicas mejoradas, en particular, la capacidad de mejorada de expresarse con alto rendimiento y mejorar la
resistencia y la flexibilidad, es decir, una mejor calidad. Ademas, es un objetivo de la presente invenciéon proporcionar
proteinas recombinantes de la seda de arafia, que puedan expresarse convenientemente en sistemas de expresién ya
conocidos. Es ademas un objetivo de la presente invencion proporcionar un método mejorado para la agregacion de las
proteinas de seda de arafia y un método para formar hilos fabricados de esas proteinas. Adicionalmente, es un objetivo de
la presente invencién proporcionar productos de papel, textil y de piel mejorados. Objetos adicionales son proporcionar
nuevas proteinas y otros materiales basados en proteinas de seda de arafia tales como esferas, nanofibrillas, hidrogeles,
hilos, espumas, peliculas para usar en aplicaciones en biotecnologia, medicina, farmacéutica y alimentarias, cosméticos, en
dispositivos electrénicos y para otros fines comerciales.

Estos objetos se resuelven mediante la materia objeto de las reivindicaciones independientes. Las modalidades preferidas
se exponen en las reivindicaciones dependientes.
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El presente enfoque de ingenieria de proteinas, que proporciona proteinas recombinantes de seda de arafia, que
comprende o que consiste de secuencias de proteinas de seda de arafia repetitivas sintéticas y/o regiones NR- auténticas
(no repetitivas), revela que las proteinas muy parecidas a las proteinas de seda auténticas se pueden producir con altos
rendimientos. En patrticular, el sistema de expresion bacteriana, asi como el proceso de purificacién simple y barato
proporcionado en este documento, que se puede escalar facilimente, proporciona la base para la producciéon a escala
industrial rentable de proteinas del tipo de seda de arafia.

Las proteinas de seda de arafia principalmente han sido investigadas en cuanto a su contribucion a las propiedades
mecanicas del hilo de seda. Sin embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares de ensamble de la seda.
Como una primera etapa hacia la caracterizacion de este proceso, los inventores identificaron elementos de la estructura
primaria de las proteinas principales de la seda dragline ADF-3 y ADF-4 de la arafia de jardin (Araneus diadematus) que
determinan la solubilidad de la proteina. Ademas, se investigo la influencia de las condiciones implicadas en la mediacion de
ensamblaje del hilo natural, en la agregacion de proteinas. Se generaron genes que codifican para proteinas similares a la
seda de arafia mediante el uso de una estrategia de clonaciéon de nuevo desarrollo, que se basa en una combinacién de
mddulos de ADN sintéticos y secuencias génicas auténticas amplificadas por PCR. La comparacion de las propiedades de
la estructura secundaria, solubilidad y agregacion de las proteinas sintetizadas revel6 que los elementos estructurales
primarios individuales tienen diversas influencias sobre las caracteristicas de las proteinas. Las regiones repetitivas que
representan la mayor parte de las proteinas de la seda dragline determinaron la solubilidad de las proteinas sintéticas, que
difirieron mucho entre las construcciones derivadas de ADF-3 y ADF-4. Los factores, tales como la acidificacion y el
aumento de la concentracion de fosfato, que promueven el ensamblaje de la seda in vivo, generalmente disminuyeron la
solubilidad de las proteinas de la seda in vitro. De manera sorprendente este efecto fue pronunciado en las proteinas
modificadas genéticamente que comprendian las regiones no repetitivas del carboxilo terminal de ADF-3 o ADF-4, lo que
indica que estas regiones juegan un papel importante en la iniciacion del ensamblaje de las proteinas de la seda de arafia.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencién se dirige a una proteina recombinante de seda de arafia que
comprende una 0 mas secuencias de proteinas de seda de arafia repetitivas sintéticas.

(a) en donde la secuencia repetitiva sintética comprende entre 5 a 50 unidades de repeticién, y en donde una unidad de
repeticion consiste de la secuencia de amino&cido de la sec. con nim. de ident.: 5 o variantes de esta, 0

(b) en donde la secuencia repetitiva sintética comprende entre 10 a 50 unidades de repeticion, y en donde una unidad de
repeticion consiste de la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 3 o variantes de esta y se combina con
una unidad de repeticién que consiste en la secuencia de aminoacido de la sec. con nim. de ident.: 4 o variantes de
esta,

en donde las variantes en cada caso tienen un sustitucion de aminoacido, deleciones de aminoacido y/o inserciones de
aminoacido, en donde la sustitucion de aminoacidos consiste en 1 sustitucién de aminoacido, las deleciones de aminoacido
consisten en entre 1 a 2 deleciones de amino&cido y/o las inserciones de amino4cido consisten en entre 1 a 2 inserciones
de aminoacido.

El término "secuencia repetitiva sintética® como se usa en la presente se entiende como secuencia de proteina
recombinante, que no puede encontrarse en la naturaleza, que sin embargo, se deriva de unidades de repeticion, que son
de origen natural en proteinas de seda de arafia. Como se indic6 anteriormente, las secuencias repetitivas comprenden una
0 méas unidades de repeticion individuales, que comprenden hasta 60 aminoacidos. Las unidades de repeticién de origen
natural comprenden un conjunto limitado de motivos de amino&cido distintos. Las unidades de repeticion confieren entre
otros resistencia a la traccion y elasticidad al hilo, que pueden formarse mas tarde a partir de la proteina de seda de arafia.

Los diferentes tipos de unidades de repeticion, que pueden formar la base para la secuencia repetitiva sintética de la
invencidn, se explicaran en detalle mas abajo.

El segundo componente de la proteina recombinante de seda de arafia de la invencion, que puede estar presente en adicion
a la secuencia repetitiva sintéticas o solo, comprende una 0 mas secuencias de proteina no repetitivas autenticas. Estas
secuencias no repetitivas desempefian un papel funcional importante en el ensamble de hilos.

Se observa que en la presente invencién, también se contemplan las proteinas recombinantes de seda de arafia, que s6lo
comprenden secuencias repetitivas sintéticas. Aunque las proteinas recombinantes de la invencion que muestran los dos
componentes, es decir secuencias repetitivas sintéticas asi como secuencias no repetitivas auténticas, tienen una variedad
mas amplia de utilidad y pueden producirse en mayores cantidades (ver el capitulo de Ejemplos mas abajo), las proteinas
recombinantes de la seda de arafia que sélo tienen secuencias repetitivas sintéticas incluidas puede utilizarse para algunas
aplicaciones especificas.
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Estas aplicaciones son - entre otras - piezas de automdviles y aviones, revestimientos de superficies, asi como sistemas de
cierre de heridas y vendajes de heridas. O en otras palabras, las aplicaciones, en las que no se requieren estructuras de
hilos de proteinas de seda de arafia.

El término "auténtico" como se usa en la presente significa que las secuencias de acidos nucleicos subyacentes se aislan de
su medio ambiente natural sin realizar enmiendas sustanciales en la secuencia en si. La Gnica modificacion, que se acepta
que se produzca, es donde la secuencia de &cido nucleico no repetitiva auténtica es modificada con el fin de adaptar dicha
secuencia a la expresion en un huésped sin cambiar la secuencia de aminoacidos codificada. Las secuencias preferidas son
NR3 (sec. con nim. de ident.: 10; derivada de ADF-3) y NR4 (sec. con nim. de ident.: 11; derivada de ADF-4). En las dos
secuencias, para una traduccion eficiente, el codon AGA (Arg), que se traduce rara vez en E. coli, se mut6 a CGT (Arg)
usando mutagénesis por PCR.

Secuencias no repetitivas auténticas preferidas de proteinas flageliformes son la secuencia de aminoéacidos y la secuencia
de &cido nucleico de FlagN-NR (sec. con nims. de ident.: 31 y 32) y FlagC-NR (sec. con nims. de ident.: 33 y 34).

De acuerdo con una modalidad preferida, las proteinas recombinantes de la seda de arafia de la invencion generalmente se
derivan de proteinas dragline de arafia a partir de glandula ampulacea mayor de la arafia y/o a partir de proteinas derivadas
de la glandula flageliforme.

De acuerdo con otra modalidad preferida, las secuencias no repetitivas auténticas se derivan de la regidon no repetitiva
amino terminal (proteinas flageliformes) y/o la regién no repetitiva carboxilo terminal (proteinas flageliformes y dragline) de
una proteina de seda de arafia de origen natural. Los ejemplos preferidos de estas proteinas se indicardn mas abajo.

Generalmente se prefiere seleccionar las secuencias dragline y/o flageliformes a partir de proteinas dragline y/o
flageliformes de arafias con telas en espiral (Araneidae y Araneoides).

Con mayor preferencia las proteinas dragline y/o proteinas flageliformes se derivan de una o mas de las siguientes arafias:
Arachnura higginsi, Araneus circulissparsus, Araneus diadematus, Argiope picta, arafia de jardin de bandas (Argiope
trifasciata), Arafia de tela en oro de batik (Nephila antipodiana), arafia telarafiosa de Beccari (Cyrtophora beccarii), arafia
"caca de pajaro (Celaenia excavata), arafia tejedoras espinosas blanca y negra (Gasteracantha kuhlii), arafia de jardin negra
y amarilla (Argiope aurantia), arafia de bolas (Ordgarius furcatus), arafia de bolas - arafia magnificente (Ordgarius
magnificus), arafia marrén (Neoscona nautica), arafia de patas marrén (Neoscona rufofemorata), arafia de cabeza negra
(Zygiella calyptrata), arafia comin de jardin (Parawixia dehaani), tejedora de orbe comin (Neoscona oxancensis), tejedora
de orbe cangrejo espinoso (Gasteracantha cancriformis (elipsoides)), arafia espinosa curvada (Gasteracantha arcuata),
Cyrtophora moluccensis, Cyrtophora parnasia, Dolophones conifera, Dolophones turrigera, arafia espinosa de Doria
(Gasteracantha doriae), Arafia tejedora espinosa asiatica (Gasteracantha mammosa), Arafia telarafiosa de dos colas
(Cyrtophora exanthematica), Aculeperia ceropegia, Eriophora pustulosa, Flat Anepsion (Anepsion depressium), Arafia
tejedora cuadriespinosa (Gasteracantha quadrispinosa), Arafia del tejedor del orbe del jardin (Eriophora transmarina), Arafia
tejedora de orbe gigante (Araneus bicentenarius), Arafias de seda dorada (Nephila maculata), arafia espinosa de Hasselt
(Gasteracantha hasseltii), Tegenaria atrica, Heurodes turrita, Arafia cyclosa de las islas (Cyclosa insulana), arafia joya
(Astracantha minax), tejedor del orbe pdlido (Araneus mitificus), arafia de jardin de Laglaise (Eriovixia laglaisei), Arafia
cyclosa bifida (Cyclosa bifida), arafia Malabar (Nephilengys malabarensis), arafia cruz de San Andrés multi-coloreada
(Argiope versicolor), Arafia de tronco de &rbol ornamental (Herennia ornatissima), arafia cruz de San Andrés ovalada
(Argiope aemula), arafia tejedora roja (Cyrtophora unicolor), arafia tejedora rusa (Cyrtophora hirta), arafia cruz de San
Andrés (Argiope keyserlingi), Scarlet Acusilas (Acusilas coccineus), Argiope plateada (Argiope argentata), arafia tejedora
con espalda espinosa (Gasteracantha cancriformis), tejedora de orbe manchada (Neoscona domiciliorum), cruz de San
Andrés (Argiope aetheria), Arafia Cruz de San Andrés (Argiope Keyserlingi), arafia tocon de arbol (Poltys illepidus), arafia
triangular (Arkys clavatus), arafia triangular (Arkys lancearius), arafia doble espinada (Poecilopachys australasia), especies
Nephila, por ejemplo Nephila clavipes, Nephila senegalensis, Nephila madagascariensis y muchas mas (para otras especies
de arafia, ver méas abajo). Las mas preferidas, las proteinas de dragline se derivan de Araneus diadematus y las proteinas
flageliformes se derivan de Nephila clavipes.

En el contexto de esta invencion, deberia ser evidente que una proteina recombinante de seda de arafia no sélo puede
comprender secuencias de proteina de una especie, sino que también puede contener secuencias derivadas de diferentes
especies de arafias. Como un ejemplo, la una o mas secuencias de proteinas de seda de arafia repetitivas sintéticas
pudieran derivarse de una especies, la una o mas secuencias de proteina de seda de arafia repetitivas no auténticas de
otra. Como un ejemplo adicional, también es posible disefiar una proteina de seda de arafia recombinante, que contiene
mas de un tipo de una secuencia repetitiva, en la que los diferentes tipos se derivan de diferentes especies.
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De acuerdo con una modalidad preferida, la proteina dragline es ADF-3, ADF-4, MaSp |, MaSp Il de tipo silvestre y la
proteina flageliforme es FLAG. El término ADF-3/-4 se usa en el contexto de proteinas MaSp producidas por Araneus
diadematus (fibroina de Araneus diadematus -3/-4). Ambas proteinas, ADF-3 y -4 pertenecen a la clase de proteinas MaSp
Il (espidroina Il ampulacea mayor).

La fibra de seda tiene regiones cristalinas de lamina (B intercaladas con segmentos amorfos elasticos similares a los
polimeros cristalinos liquidos. Estos dos segmentos estan representados por dos clases diferentes de proteinas, MaSp |
(espidroina | ampuldcea mayor) y MaSp Il (espidroina Il ampulacea mayor) codificada por genes diferentes.

Otras proteinas de seda de arafia, que se pueden utilizar en esta invencion (es decir, solo o en combinacién con otras
proteinas) y sus nimeros de acceso de base de datos son:

espidroina 2 [Araneus bicentenarius]gi|2911272

proteina-1 de seda dragline de la glandula ampulacea mayor[Araneus ventricosus] gi|27228957
proteina-2 de seda dragline de la glandula ampulacea mayor[Araneus ventricosus]gi|27228959 ampullate
espidroina | [Nephila madagascariensis]gi|13562006

espidroina 1 de ampulacea mayor[Nephila senegalensis]gi|13562010

espidroina 1 de ampulacea mayor[Latrodectus geometricus]gi|13561998

espidroina 1 de ampulacea mayor[Argiope trifasciata]gi|13561984

espidroina 1 de ampulacea mayor[Argiope aurantia]gi|13561976

espidroina 2 de la proteina de la seda dragline [Nephila clavata]gi|16974791

espidroina 2 de ampulacea mayor[Nephila senegalensis]gi|13562012

espidroina 2 de ampulacea mayor[Nephila madagascariensis]gi|13562008

espidroina 2 de ampulacea mayor[Latrodectus geometricus]gi|13562002

Sin embargo, también las secuencias flageliformes y ya conocidas publicadas pueden usarse en la presente, en particular,
la siguiente:

Cds parciales de proteinas de seda flageliformes [Nephila clavipes]gi|2833646
Cds parciales de proteinas de seda flageliformes [Nephila clavipes]gi|2833648

La secuencia consenso que contiene polialanina se deriva de ADF-3 y tiene la secuencia de aminoacidos de sec. con num.
de ident.: 3 (médulo A) o una variante de esta como se definié anteriormente. El médulo A contiene una polialanina que
tiene 6 residuos de alanina. Una secuencia consenso que contiene polialanina adicionalmente preferida, derivada de ADF-4,
es el médulo C (sec. con nim. de ident.: 5), que contiene 8 residuos de alanina.

En la proteina recombinante de seda de arafia de la invencion, la secuencia repetitiva sintética se deriva de ADF-3 y
comprende una o mas repeticiones de secuencia de aminoécido de la sec. con nim. de ident.: 4 (médulo Q) o una variante
de esta como se definié anteriormente.

Cabe destacar que los mddulos especificos para la secuencia repetitiva sintética de la invencion pueden combinarse
ademas entre si, por ejemplo, médulos (unidades de repeticién) que combinan Ay Q, Q y C etc. también estan abarcados
por la presente invencion. El nimero de los médulos que se introducira en la proteina de seda de arafia esta en el intervalo
de 5-50 mddulos, con mayor preferencia 10-40 y con la méxima preferencia entre 15-35 médulos.

La secuencia repetitiva sintética preferentemente comprende una o mas de (AQ) como unidades de repeticion. Con la
maxima preferencia, la secuencia repetitiva sintética es (AQ)12, 0 (AQ)2a.

Siempre que la secuencia repetitiva sintética se deriva de ADF-4, esta puede comprender preferentemente una o mas
repeticiones de la secuencia de aminoacido de sec. con nim. de ident.: 5 (médulo C) o una variante de esta, como se
mencioné anteriormente, en donde la secuencia repetitiva sintética total es C16 0 Ca».

Las modalidades preferidas para las proteinas recombinantes de la seda de arafia completas de la invencion son
(AQ)12NR3, (AQ)22NR3, C16NR4 y C32NR4 es decir proteinas que comprenden o consisten en dichas secuencias.

Se sefiala que la configuracion anterior de la secuencia repetitiva sintética (con el uso del sistema A, Q y C) se aplica
ademas a todas las demas unidades de repeticion descritas anteriormente, por ejemplo todas las secuencias que contienen
polialanina puede tomarse por A y/o C y todas las secuencias ricas en glicina pueden usarse como Q.
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Ademas, también es posible combinar aquellas secuencias derivadas de ADF-3 y ADF-4 y Flag en una secuencia
recombinante.

Como se explico anteriormente, las secuencias de aminodcidos descritas en la presente no se restringen a las secuencias
exactas proporcionadas en las sec. con nims. de ident. Las secuencias de aminoacidos indicadas en la presente también
comprenden variantes. Por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de las proteinas de la presente invencion abarcan
ademas todas las proteinas de seda de arafia repetitivas sintéticas que comprenden las variantes de las unidades de
repeticién que consisten en la secuencia de aminoécido de sec. con nim. de ident.: 3, 4, 0 5 en donde las variantes en cada
caso tienen una sustitucion de aminoéacido, deleciones de aminoacido y/o inserciones de aminoéacido, en donde la
sustitucion de aminoacidos consiste de 1 sustitucion de amino&cido, las deleciones de aminoacido consisten en entre 1 a 2
deleciones de aminoacido y/o las inserciones de aminodcido consisten en entre 1 a 2 inserciones de aminoacido.

Las "sustituciones" de aminoacidos son el resultado de la sustitucién de un aminoacido por otro aminoacido que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas similares, es decir, sustituciones de aminoacidos conservadoras. Las sustituciones
de aminoacidos pueden realizarse sobre la base de similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad,
y/o la naturaleza anfipatica de los residuos en cuestién. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobo) incluyen
alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, tripté6fano, y metionina; los aminoacidos polares neutros incluyen
glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, y glutamina; los aminoacidos positivamente cargados (basicos)
incluyen arginina, lisina, e histidina; y los aminoacidos negativamente cargados (acidicos) incluyen acido aspartico y acido
glutdmico.

"Inserciones" o "eliminaciones" estan tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 a 2 aminoacidos.

La variacion permitida puede determinarse experimentalmente al producir inserciones, deleciones o sustituciones de
aminoacidos de manera sistematica en una proteina mediante el uso de técnicas de ADN recombinante y pruebas de
actividad para las variantes recombinantes resultantes. Esto no requiere mas que experimentos de rutina para el experto en
la técnica.

La presente invencion, de acuerdo con un segundo aspecto, se dirige a una secuencia de acido nucleico, que codifica una
proteina recombinante de seda de arafia como se describi6 anteriormente.

El término "secuencia de acido nucleico” se refiere a un heteropolimero de nucledtidos o la secuencia de esos nucleétidos.
Los términos "&cido nucleico" y "polinucleétido” se usan indistintamente en la presente descripcion para referirse a un
heteropolimero de nucleétidos.

La rigurosidad de la hibridacidon, como se usa en la presente, se refiere a las condiciones bajo las cuales los duplex de
polinucledtidos son estables. Como es conocido por los expertos en la técnica, la estabilidad del duplex es una funcién de la
concentracion de iones de sodio y la temperatura (véase, por ejemplo, Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 20. Ed. (Cold Spring Harbor Laboratory, (1989)). Los niveles de rigurosidad usados para hibridar se pueden variar
facilmente por los expertos en la técnica.

Como se usa en la presente, la frase "condiciones moderadamente rigurosas" se refiere a condiciones que permiten que el
ADN se una a un &acido nucleico complementario que tiene aproximadamente 60% de identidad, preferentemente
aproximadamente 75% de identidad, con mayor preferencia aproximadamente 85% de identidad al ADN; y se prefiere
especialmente mas de aproximadamente 90% de identidad a dicho ADN. Preferentemente, las condiciones moderadamente
rigurosas son condiciones equivalentes a la hibridacién en 50% de formamida, 5 x solucién de Denhart, 5 x SSPE, 0.2%
SDS a 42°C, seguido por lavado en 0.2 x SSPE, 0.2% SDS, a 65°C.

De acuerdo con un tercer aspecto, se proporciona un vector que comprende los &cidos nucleicos anteriormente
mencionados. Preferentemente, se proporciona un vector de expresion, que comprende dichos acidos nucleicos. Este vector
de expresién comprende preferentemente una o mas secuencias reguladoras. El término "vector de expresion" se refiere
generalmente a un pladsmido o fago o virus o vector, para expresar un polipéptido/proteina de una secuencia de ADN (ARN).
Un vector de expresion puede comprender una unidad transcripcional que comprende un ensamblaje de (1) un elemento
genético o elementos que tienen un papel regulador en la expresidon génica, por ejemplo, los promotores o potenciadores,
(2) una secuencia estructural o de codificacion, que se transcribe en el ARNm y se traduce en proteina, y (3) las secuencias
de iniciacion y terminacion de la traduccion y transcripcién adecuadas. Las unidades estructurales destinadas para su uso
en sistemas de expresion de levadura o eucariotas preferentemente incluyen una secuencia lider que permite la secrecién
extracelular de la proteina traducida por una célula huésped. Alternativamente, donde la proteina recombinante se expresa
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sin una secuencia lider o de transporte, esta puede incluir un residuo de metionina amino-terminal. Este residuo puede ser
escindido posteriormente de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto final.

De acuerdo con una modalidad preferida, el vector es un plasmido o un vector viral, que preferentemente es un sistema de
baculovirus o un sistema de vector de virus vaccinia. En esta invencion pueden usarse ademas otros sistemas de vectores
virales. De un caso a otro, puede necesitarse una modificacion del vector. Ejemplos de otros vectores virales son los
adenovirus y todos los virus de ARN de cadena negativa, por ejemplo, la rabia, el sarampion, el RSV, etc.

De acuerdo con una modalidad preferida, el vector es el vector de clonaciéon pAZL como se define en la Figura 6 o en la sec.
con nim. de ident.: 55, o una variante de este como se defini6 anteriormente. Este vector muestra las siguientes
propiedades y ventajas:

1. alta amplificacion (més alta que otros vectores de clonacion)
2. permite una construccién controlada y sin problemas de genes sintéticos (no se conoce otro vector que proporcione
esta capacidad).

Un cuarto aspecto de la invencion comprende un huésped, que se ha transformado con el vector como se definié
anteriormente.

El huésped puede ser una célula procariota. En este caso se prefieren, E. coli o Bacillus subtilis.

Ademas, el huésped puede ser una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, célula vegetal, célula de
levadura o una célula de insecto.

La célula de mamifero preferentemente es una célula CHO, COS, Hela, 293T, HEH o BHK.

Se prefiere usar ademés una célula de levadura como una célula hospedera, que preferentemente es Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Candida albicans o Hansenula polymorpha.

Como células de insectos, las células de insectos Lepidopteros pueden usarse preferentemente, con mayor preferencia
células de Spodoptera frugiperda y de Trichoplusia ni. Con la maxima preferencia, la célula de insecto es una célula Sf9,
Sf21 o high-5.

Una ventaja del sistema de expresion en células de insecto, por ejemplo con respecto a los sistemas bacterianos, reside en
el hecho de que las proteinas producidas estan glicosiladas, por lo tanto son un blanco para la degradacion por
microorganismos. Esta caracteristica puede ser de importancia, por ejemplo, en el campo de la medicina, siempre que las
proteinas de la seda estén destinadas a un uso in vivo, en que se desea la degradacién biolégica. Esta caracteristica puede
encontrar aplicacion particularmente en materiales de sutura y cierre de heridas y en sistemas de cobertura.

Cuando el huésped es una célula vegetal, la célula vegetal se deriva preferentemente del tabaco, papa, maiz y tomate.

De acuerdo con un quinto aspecto, se proporciona un método de agregacion de proteinas de la seda de arafa, que
comprende las siguientes etapas:

a) preparar una solucién de proteinas que contiene proteinas de seda de arafia no orientadas como se define en la
presente descripcion;

b) exponer la solucién preparada en a) a un inductor de de agregacion; y

c) recuperar las proteinas de seda de arafia precipitadas.

Preferentemente, las proteinas de seda de arafia usadas en la etapa a) se producen por transformacién de un huésped
adecuado como se definié anteriormente con un vector o un acido nucleico descrito en la presente, y que expresa el gen de
la seda de arafia bajo condiciones adecuadas.

El inductor de agregacién se selecciona preferentemente de acidificacion, preferentemente a un pH de aproximadamente 1,
fosfato de potasio y tensién mecanica, preferentemente al rotar la solucién de proteina y aplicar fuerzas de cizalla. La etapa
desencadenante resulté ser esencial para realizar el método de esta invencion.

Sorprendentemente los inventores mostraron que en particular los factores desencadenantes mencionados anteriormente

mejoraron la agregacion de proteinas de la seda de arafia, que es un resultado muy deseado particularmente desde el punto
de vista industrial. En este sentido se hace referencia al capitulo de "Resultados" mas abajo, donde se explica la influencia
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de estos factores desencadenantes sobre las proteinas recombinantes de la seda de arafia de la invencion: la influencia de
cada factor desencadenante puede variar entre las diferentes proteinas recombinantes de la seda de arafia de esta
invencién, sin embargo, puede verse como un concepto general que esos factores desencadenantes in vitro muestran una
influencia inesperadamente alta sobre todas las proteinas recombinantes, que comprenden los componentes de la presente
invencién, es decir las regiones repetitivas y/o no repetitivas. Adicionalmente, de los resultados proporcionados en la
presente puede derivarse que no solo un factor desencadenante, sino ademéas combinaciones de ellos pueden conducir a la
mejor manera de agregar las proteinas de la seda de arafia de la invencion.

Sin embargo, cabe sefialar que este método no se limita a las proteinas de la seda de arafia de la presente invencion, sino
gque ademas puede aplicarse a todas las demas proteinas de la seda de arafia disponibles, tanto si se producen de manera
natural como sintética.

El método comprende ademas preferentemente la etapa de hilatura de dichas proteinas preparadas en la etapa a) o
recuperadas en c) en filamentos, nanofibras e hilos mediante un método adecuado.

Para este propésito, pueden usarse métodos de hilatura, que se conocen per se en la técnica. Por ejemplo, una solucién
base de proteina de la seda de arafia se extrude a través de una tobera de hilatura para formar un biofilamento. El
biofilamento resultante puede alargarse o estirarse. Siempre que existan arreglos de moléculas tanto cristalinos como
amorfos en los biofilamentos, el alargamiento o estiramiento aplicaran un esfuerzo de cizalla suficiente para orientar las
moléculas y hacerlas méas paralelas a las paredes del filamento y aumentar la resistencia a la traccion y la dureza del
biofilamento.

La solucién base puede contener las proteinas de la seda recombinantes de la invencién y/o proteinas de la seda auténticas
de una o mas especies de arafias, o proteinas de la seda de diferentes géneros que producen seda, por ejemplo, una
mezcla de proteinas de la seda de arafias y B. mori. En las modalidades mas preferidas, las proteinas de la seda son sedas
dragline y/o flageliformes de N. clavipes o A. diadematus, particularmente las proteinas MaSpl, MaSpll, ADF-3, ADF-4 y
Flag. En modalidades alternativas, la soluciéon base contiene una mezcla de proteinas de la seda y uno o mas polimeros
sintéticos o proteinas de biofilamentos naturales o sintéticos.

Preferentemente, la solucién base es al menos 1%, 5%, 10%, 15% en peso/volumen (p/v) de proteina de la seda. Con
mayor preferencia, la solucion base es tanto como 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, o 50% p/v de proteina de la seda. En
modalidades preferidas, la solucién base contiene proteina de la seda de arafia sustancialmente pura. En modalidades
preferidas, la base tiene un pH de aproximadamente 6.9.

Por "solucién base" se entiende cualquier mezcla liquida que contiene proteina de la seda y es susceptible de extrusion para
la formacién de un biofilamento o moldeado de una pelicula. Las soluciones base también pueden contener, ademas de los
mondémeros de proteinas, agregados de orden superior que incluyen, por ejemplo, dimeros, trimeros, y tetrameros.
Normalmente, las soluciones base son soluciones acuosas de pH 4.0-12.0 y que tienen menos de 40% de compuestos
organicos o agentes caotropicos (p/v). Preferentemente, las soluciones base no contienen solventes organicos o agentes
caotrépicos, pero pueden incluir aditivos para mejorar la conservacion, la estabilidad, o la facilidad de trabajo con la
solucion.

Por "filamento" se entiende una fibra de longitud indefinida, que esta en el intervalo de longitud microscépica y de
nanoescala a longitudes de una milla o0 mayores. La seda es un filamento natural, mientras que el nailon y el poliéster como
ejemplo son filamentos sintéticos.

Més informacion respecto a cémo hilar las fibras de proteina de seda de arafia puede encontrarse en WO03060099
(Karatzas y otros), publicado el 24 de julio de 2003, que se incorpora en la presente como referencia.

Ademas, las proteinas de seda de arafia de la presente invencién puede proporcionarse como peliculas o similares, por
ejemplo, como un producto de proteina de seda de arafia, para el que no se requiere una etapa de hilatura.

Para una descripcién més detallada del proceso de fabricar peliculas se hace referencia al capitulo de Ejemplos.
Adicionalmente, el método de la presente invencidon puede incluir preferentemente en la etapa a) y/o ¢) un método de
purificacion, que comprende exponer las proteinas de la seda de arafia expresadas a una desnaturalizacion por calor a 60-

90, preferentemente 70- 80 °C seguido de la adicién de sulfato de amonio de 600-1400 mM, preferentemente 800-1200 mM.

Como ya se ha explicado anteriormente, las proteinas/hilos tal como se define en la presente pueden usarse en el campo de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2525095 T3

la biotecnologia y/o la medicina, preferentemente para la fabricacion de sistemas de cobertura o cierre de heridas,
materiales de sutura para su uso en neurocirugia o cirugia oftalmica.

Ademas, las proteinas/hilos pueden usarse preferentemente para la fabricacion de materiales de reemplazo,
preferentemente materiales artificiales de cartilago o tendén.

Adicionalmente, los hilos/fibras de la invencién pueden usarse en la fabricacion de dispositivos médicos tales como tiras
adhesivas médicas, injertos de piel, ligamentos de reemplazo, y malla quirdrgica; y en una amplia variedad de productos
industriales y comerciales, tales como tejido para ropa, revestimiento de chaleco antibalas, tejido de recipientes, correas de
bolsas o carteras, cable, cuerda, material de uniéon adhesiva, material de unién no adhesiva, material de precinto, cubiertas y
partes de automoviles, material de construccion de aviones, material de impermeabilizacion, material de particion flexible,
equipos deportivos; y, de hecho, en casi cualquier uso de fibra o tejido para el que se desean las caracteristicas de alta
resistencia a la traccion y elasticidad. La presente invencién contempla ademas la adaptabilidad y el uso del producto de
fibra estable en otras formas, tales como un revestimiento por rociado en seco, particulas similares a perlas, o0 su uso en una
mezcla con otras composiciones.

Se sefiala explicitamente que las aplicaciones mas preferidas de las proteinas de la seda de arafia de la presente invencién
estan en la fabricacién y procesamiento de tejido para ropa (textiles) y cuero, cubiertas y partes de automdviles, materiales
de construccién de aviones asi como en la fabricacién y procesamiento de papel.

Las proteinas recombinantes de la seda de arafia de la presente invencion pueden afadirse a productos con celulosa y
queratina y colageno y por lo tanto, la presente invencion esta dirigida ademas a un papel o producto de de cuidado de la
piel y cuidado del cabello, que comprende celulosa y/o queratina y/o colageno y las proteinas de la seda de arafia de la
presente invencion. Los papeles y productos de cuidado de la piel y cuidado del cabello, en los que se incorporan las
proteinas de la presente invencion muestran caracteristicas mejoradas, particularmente resistencia a la traccién o
resistencia al desgarro mejores.

Ademas, las proteinas recombinantes de la seda de arafia de la invencién pueden usarse como un revestimiento para
productos textiles y de cuero, lo que confiere de esta manera estabilidad y durabilidad al producto recubierto. Las proteinas
de la seda en particular muestran aplicabilidad para el revestimiento de productos de cuero, ya que en este caso, el curtido y
sus efectos negativos para el medio ambiente pueden evitarse o al menos reducirse.

A menos que se defina de cualquier otra forma, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente
descripcién tienen el mismo significado que el que entiende cominmente el experto en la técnica a la cual pertenece la
invencién. Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes y otras referencias mencionadas en la presente
descripcién se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la presente descripcion, incluyendo las
definiciones, controlar4d. Ademds, los materiales, métodos, y ejemplos son ilustrativos solamente y no pretenden ser
limitantes.

La invencion se ilustra ahora adicionalmente mediante los ejemplos y los dibujos adjuntos, que muestran lo siguiente:

Figura 1 Estrategia de clonacion para construir genes sintéticos de la seda de arafa. (A) El casete de clonacion
comprende los sitios de restriccion requeridos para la multimerizacién de médulos (Bsgl y BseRl) y para la escision de
los genes ensamblados (Ncol, BamHI, Hindlll). Durante la construcciéon génica la region espaciadora se reemplaz6 por
modulos y multimeros de médulos. (B) La conexion, de manera dirigida al sitio, de dos modulos se llevé a cabo al ligar
dos fragmentos plasmidicos apropiados. El gen de resistencia a la ampicilina del vector (Ap") se reconstituyé. (C) Los
nucleétidos necesarios para unir dos moédulos se confinaron dentro del primer codén de cada moédulo. (D) Los
multimeros de moédulos se conectaron como mddulos individuales lo que resulté en un ensamblaje controlado de los
genes sintéticos. (E) Las secuencias de aminoacidos de los modulos de seda disefiados se derivaron a partir de las
proteinas de la seda dragline ADF-3 y ADF-4.

Figura 2 Andlisis de proteinas de la seda de arafia. (A) Las etiquetas T7 de las proteinas recombinantes de la seda se
detectaron después de una transferencia de tipo Western con un anticuerpo anti-etiqueta T7. (B) Las proteinas se
sometieron a SDS-PAGE seguido de tincién con plata. Debido a una tincién débil de (AQ)12 Y (QAQ)s el contraste de la
imagen se aumenté electronicamente. (C) Se muestran espectros de emision de fluorescencia de C16NR4 purificada con
longitudes de onda de excitacion de 280 nm (linea recta) o 295 nm (linea de puntos), respectivamente.

Figura 3 Estructura secundaria y transiciones de temperatura de proteinas de la seda de arafia. (A) Los espectros de

CD de proteinas rep (lineas rectas), proteinas repNR (lineas de puntos) y proteinas NR (guiones largos) se registraron a
20°C. (B) Las elipticidades del peso promedio por residuo (MRW) de las proteinas solubles de la seda de arafia se
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midieron a 220 nm al calentar las proteinas sintéticas de la seda a 90°C (linea recta), seguido de enfriamiento a 20°C
(linea de puntos).

Figura 4 Agregacion de proteinas sintéticas de la seda de arafia. La agregacion de las proteinas se determiné después
de una incubacion durante 1 hora en tampon (control), en presencia de 300 mM de NaCl, o 300 mM de KCl,apH 1 o0 en
presencia de 300 mM de fosfato de potasio. Las barras para las proteinas derivadas de ADF-3: gris claro; de ADF-4: gris
oscuro.

Figura 5 Estrategia de clonacion para la construccion de genes sintéticos de la seda de arafia flageliforme (ver Figura 1).
Los modulos individuales se conectaron como homo-multimeros (a), asi como hetero-multimeros (b). (c) muestra las
secuencias de aminoacidos de los mdédulos disefiados de la seda flageliforme derivados de una proteina de seda
flageliforme (Flag) a partir de Nephila clavipes.

La Figura 6 muestra un mapa de restriccion del vector pAZL.

Figura 7: Formas de ensamblaje de proteinas de la seda de arafia. (A) Esferas formadas por Cis visualizadas mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). (B) Nanofibrillas formadas por C1sNR4 visualizadas mediante microscopia de
fuerza atémica (informacion de altura). (C, D) Microfibrilla formada por (AQ)24NR3 investigada mediante SEM (C). Para el
corte de la fibrilla y la posterior visualizacién de la seccién transversal se usé un haz de iones Ga' enfocado (D). (E)
Espuma generada a partir de una solucion de (AQ)24NR3. (F) Espuma generada a partir de una solucion de C1sNR4. (G)
Gel reticulado formado por nanofibrillas de C1sNRA4.

Figura 8: Espectros de CD de las proteinas sintéticas de la seda (AQ)24NR3 y Ci¢ disueltas en 6 M de tiocianato de
guanidina seguido por didlisis contra 5 mM de fosfato de potasio pH 8.0 (linea recta) o disueltas en HFIP (linea de
puntos).

Figura 9: Moldeado de pelicula de Cgs a partir de una solucion de Cis al 2% p/v en HFIP.

Figura 10: Espectros de CD de peliculas de proteinas producidas a partir de (AQ)2NR3 y Ci6. Las peliculas se
moldearon a partir de una solucion de proteinas en HFIP directamente sobre un vidrio de cuarzo plano y se analizaron
por espectroscopia de CD (linea de puntos). La pelicula se procesé posteriormente con 1 M de fosfato de potasio y se
volvié a analizar. Debido a imprecisiones en la definicién del espesor de las peliculas, la oc®@wrw N0 pudo determinarse.

Figura 11: Modificacion de peliculas de Cis moldeadas a partir de una solucion de HFIP y procesadas con fosfato de
potasio. (A) El acoplamiento eficiente de la fluoresceina (color amarillo) s6lo ocurrié cuando los grupos carboxilo de Cis
se activaron (+) con el uso de EDC. En contraste so6lo se uni6 poca fluoresceina a las peliculas sin activacion con EDC (-
). (B) La actividad de la p-galactosidasa acoplada se monitore6 mediante el uso de X-Gal como sustrato. La aparicién de
un precipitado azul indicé la actividad de la enzima s6lo en peliculas que se habian activado con EDC (+), mientras que
las peliculas no activadas s6lo mostraron actividad enzimatica residual (-).

Figura 12: Imagen de AFM de nanofibras de Cis.

Figura 13: Hidrogeles preparados de nanofibras de Ci¢

Figura 14: El comportamiento de tensién/deformacién de los hidrogeles reticulados y no reticulados a una concentracion
de 10 mg/ml.

Figura 15: Dependencia de la frecuencia del médulo de almacenamiento (G') y el médulo de pérdida (G") tanto para las
redes de fibras reticuladas como no reticuladas a una concentracion de 20 mg/ml.

Figura 16: Dependencia de la concentracion del médulo de almacenamiento a una frecuencia de 0.5 Hz tanto para los
hidrogeles reticulados como no reticulados. Ambas redes tienen modulos de almacenamiento que son proporcionales al
cuadrado de la concentracion [c]z.

EJEMPLOS

Procedimientos experimentales

Materiales. Productos quimicos se obtuvieron de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) si no se indica lo contrario. La
manipulacion y modificacion del ADN se realiz6 como se describio previamente (19). Las enzimas de restriccion se
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obtuvieron de New England Biolabs (Beverly, MA, USA) y la ligasa de Promega Biosciences Inc. (San Luis Obispo, CA,
USA). La purificacion del ADN se realiz6 usando kits de Qiagen (Hilden, Alemania). Los oligonucleétidos sintéticos se
obtuvieron de MWG Biotech AG (Ebersberg, Alemania). Todas las etapas de clonacion se realizaron en la cepa de E. coli
DH10B de Novagen (Madison, WI, USA).

Construccién del vector de clonacion pAZL. Un casete de clonacién con extremos coherentes complementarios a los
generados por Bglll y Hindlll se cre6 mediante hibridacion de dos oligonucleétidos sintéticos CCI
(GATCGAGGAGGATCCATGGGACGAATTCACGGCTAATGAAAGCTTACTGCAC) (sec. con num. de ident.: 18) y CC2
(AGCTGTGCAGTAAGCTTTCATTAGCCGTGAATTCGTC CCATGGATCCTCCTC) (sec. con num. de ident.. 19). La
hibridacion se llevé a cabo disminuyendo la temperatura de una solucién de oligonucleétidos de 50 pmol/pl (cada una) de
95°C a 20°C con un incremento de 0.1°C/s. Las cadenas dobles no apareadas se desnaturalizaron a 70°C seguido de otro
descenso de la temperatura a 20°C. Después de repetir el ciclo a 20°C-70°C-20°C diez veces, se realizaron diez ciclos
adicionales con una temperatura de desnaturalizacion de 65°C. El casete de clonacion resultante se ligé con un vector
pFastBacl (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) digerido con Bglll y Hindlll. Ambas secuencias de
reconocimiento de enzimas de restriccion se destruyeron tras esta etapa de clonacién. El nuevo vector de clonacion
resultante se denominé pAZL.

Clonacion de modulos de seda y regiones NR en el vector pAZL. Tres modulos de aminoéacidos derivados de las proteinas
de la seda dragline ADF-3 y ADF-4 (Fig.1E) se volvieron a traducir a una secuencia de ADN considerando el uso de
codones bacterianos. Los oligonucledtidos de ADN complementarios correspondientes Al
(TCCGTACGGCCCAGGTGCTAGCGCCGCAGCGGCAGCGGCTGGT GGCTACGGTCCGGGCTCTGGCCAGCAGGG)
(sec. con nam. de ident.: 20) y A2
(CTGCTGGCCAGAGCCCGGACCGTAGCCACCAGCCGCTGCCGCTGCGGCGCTAGCAC CTGGGCCGTACGGACC) (sec.
con nam. de ident.: 21), Q1 (TCCGGGCCAGCAGGGCCCGGGTCAAC
AGGGTCCTGGCCAGCAAGGTCCGGGCCAGCAGGG) (sec. con num. de ident: 22) y Q2 (CTGCT
GGCCCGGACCTTGCTGGCCAGGACCCTGTTGACCCGGGCCCTGCTGGCCCGGACC) (sec. con nim. de ident.: 23), C1
(TTCTAGCGCGGCTGCAGCCGCGGCAGCTGCGTCCGGCCCGGG
TGGCTACGGTCCGGAAAACCAGGGTCCATCTGGCCCGGGTGGCTACGGTCCTGGCG GTCCGGG) (sec. con num. de
ident.: 24) y c2 (CGGACCGCCAGGACCGTAGCCACCCGGGCCAG
ATGGACCCTGGTTTTCCGGACCGTAGCCACCCGGGCCGGACGCAGCTGCCGCGGCTG CAGCCGCGCTAGAACC) (sec.
con num. de ident.: 25) se sintetizaron e hibridaron como se describi6 anteriormente y se ligaron al vector pAZL digerido con
Bsgl y BseRl. Las regiones NR de los genes de seda de arafia adf-3 (gi|1263286) y adf-4 (gi|1263288) (obtenidos de Prof.
Gosline, Vancouver, Canadd) se amplificaron por PCR usando los siguientes iniciadores: NR3f
(GAAAAACCATGGGTGCGGCTTCTGCAGCTGTATCTG) (sec. con nam. de ident.: 26), NR3r
(GAAAAGAAGCTTTCATTAGCCAGCAAGGGCTTGAGCTACAGATTG) (sec. con num. de ident.:. 27), NR4f
(GAAAAACCATGGGAGCATATGGCCCATCTCCTTC) (sec. con nam. de ident.: 28) y NR4r
(GAAAAGAAGCTTTCATTAGCCTGAAAGAGCTTGGCTAATCATTTG) (sec. con nim. de ident.: 29).

Para las secuencias Flag, pueden usarse los siguientes iniciadores y casetes:
Iniciador de PCR:

FLAG-N-chr-sentido: (sec. con nim. de ident.: 43)

5'- GAAAAACCATGGGCGAAAGCAGCGGAGGCGAT - 3'
FLAG-N-chr-anti: (sec. con nim. de ident.: 44)

5'- GAAAAGAAGCTTTCATTAGCCTGGGCTGTATGGTCC - 3'
FLAG-C-chr-sentido: (sec. con nim. de ident.: 45)

5'- GAAAAACCATGGGTGCTTATTATCCTAGCTCGC - 3
FLAG-C-chr-anti: (sec. con num. de ident.: 46)

5'- GAAAAGAAGCTTTCATTAGCCATAAGCGAACATTCTTCCTAC - 3

Oligos para secuencias repetitivas a partir de las gue se generaron casetes:
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Médulo Y-(GPGGX)-ds: (sec. con num. de ident.: 47)

5'-
TCCGGGCGGTGCGGGCCCAGGTGGCTATGGTCCGGGCGAGTTCTGGGCCGGGTGGCT
ACGGTCCTGGCGGTTCCGGCCCGGGTGGCTACGG - 37

Médulo Y-(GPGGX)-cs: (sec. con nim. de ident.: 48)

5.
GTAGCCACCCGGGCCGGAACCGCCACGACCOTAGCCACCCGGCCCAGAACCGCLCCG
GACCATAGCCACCTGGGCCCGCACCGCCCGGACC - ¥

Médulo sp-(espaciador)-ds: (sec. con num. de ident.: 49)

5-
TGGCACCACCATCATTGAAGATCTGGACATCACTATTGATGGTGCGGACGGCCCGAT
CACGATCTCTGAAGAGCTGACCATCGG - 3

Médulo sp-(espaciador)-cs: (sec. con num. de ident.: 50)

5.
GATGGTCAGCTCTTCAGAGATCGTGATCGGGCCOTCCGCACCATCAATAGTGATGTC
CAGATCTTCAATGATGOGTGGTGCCACC -3

Médulo K (GPGGAGGPY)-ds: (sec. con num. de ident.: 51)

5
TCCGGGCGGTGCTGGCGGTCCGTACGGCCCTGGTGGCGCAGGTGGGCCATATGGTCC
GGGCGGTGCGGGCGGTCCGTACGG - 37

Médulo X (GGX)-ds: (sec. con num. de ident.: 53)
57-TGGCOLCTGGTGGCGCCGGTGGCGCAGOTGGCTCTGGCGGTGCGGGCGUTTCCGE -
Médulo X (GGX)-cs: (sec. con num. de ident.: 54)
5-GGAACCGCCCGCACCGCCAGAGCCACCTGCGCCACCGGCGCCACCAGCGLCACT
-3

Los productos de PCR y el vector pAZL se ligaron después de la digestion con Ncol y Hindlll. La clonacién de los modulos
sintéticos asi como los productos de PCR resulté en la sustitucion del espaciador del casete de clonacién, lo que preservo la
disposicién de sus elementos. Para una traduccién mas eficaz, el codon AGA (Arg), que rara vez se traduce en E. coli, se
muté a CGT (Arg) en NR3 y NR4 con el uso de mutagénesis por PCR (19).

Construccién de genes sintéticos de la seda de arafia. La conexion de dos fragmentos génicos por ejemplo mdédulos
individuales, multimeros de médulos o regiones NR representd la etapa basica de la estrategia de clonaciéon. Para este
propésito el vector pAZL, que contiene el fragmento génico 5' terminal designado se digirié con Bsal y Bsgl, mientras que el
vector que comprende el fragmento génico 3' terminal se digiri6 con BseRI y Bsal, respectivamente (Fig. 1B). La ligacion de
los fragmentos plasmidicos apropiados produjo la conexién de los dos fragmentos génicos y condujo a la reconstitucion del
gen de resistencia a la ampicilina (Ap") del vector pAZL que facilité la identificacion de las construcciones correctas.

Para la construccion de los genes, los médulos individuales se conectaron primero para producir unidades de repeticion
(Fig.1D + Fig.5). Estos se multimerizaron gradualmente y opcionalmente se unieron con regiones NR. Finalmente, las
construcciones de los genes sintéticos asi como las regiones NR se escindieron del vector pAZL con BamHI y Hindlll y se
ligaron con el vector de expresién bacteriano pET21a (Novagen) igualmente digerido, lo que proporciona una secuencia
codificante para una etiqgueta T7 (MASMTGGQQMGR) (sec. con num. de ident.: 30) (20). La fidelidad de todas las
construcciones se confirmo por secuenciacion de ADN.

Expresion génica. Todos los genes de la seda se expresaron en la cepa de E. coli BLR [DE3] (Novagen). Las células se
cultivaron a 37°C en medio LB a una ODsoo = 0.5. Antes de la induccién con 1 mM de IPTG (Isopropil-3-D-tiogalactosido),
las células se cambiaron a 30°C en el caso de (AQ)12, (AQ)12NR3, (QAQ)s, ¥ (QAQ)sNR3 y a 25°C en el caso de Cgs,
C1sNR4, NR3 y NR4 respectivamente. Alternativamente las células se cultivaron en un fermentador a una ODggo = 40-50 con
el uso de medios complejos (21) y la técnica de alimentacion por lotes (22). De nuevo, antes de la induccién con 1 mM de
IPTG las células se cambiaron a 25°C o 30°C, respectivamente. Las células que expresan (AQ)12, (AQ)12NR3, (QAQ)s,
(QAQ)sNR3, Ci6 y C16NR4 se cosecharon después de 3-4 horas de la inducciéon mientras que las células que expresan NR3
y NR4 se cosecharon después de 16 horas.
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Purificacion de proteinas. Las células se resuspendieron con 5 ml/g de amortiguador que contenia 20 mM de N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-(acido 2-etanosulfénico) (HEPES) pH 7.5, 100 mM de NacCl, 0.2 mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, Estados Unidos) y se incubaron a 4°C durante 30 min. Las células se lisaron por sonicacion mediante el uso
de un ultrasonicador HD/UW2200/KE76 (Bandelin, Berlin, Alemania) y el ADN gendémico se digirié al incubar los lisados
celulares con 0.1 mg/ml de DNasa | (Roche, Mannheim, Alemania) y 3 mM de MgCl, a 4°C durante 60 minutos. Los
fragmentos celulares insolubles se sedimentaron a 50,000xg y 4°C durante 30 min. Las proteinas solubles de E. coli de los
lisados que contenian (AQ)12, (AQ)12NR3, (QAQ)s, (QAQ)sNR3, Cis ¥ C1sNR4 se precipitaron mediante desnaturalizacion
por calor a 80°C durante 20 min, mientras que los lisados que contenian NR3 y NR4 se calentaron a 70°C durante el mismo
periodo de tiempo. Las proteinas precipitadas se eliminaron mediante sedimentaciéon a 50,000xg durante 30 min. Las
proteinas de la seda, que permanecieron solubles durante la desnaturalizacién por calor, se precipitaron con sulfato de
amonio al 20% (800 mM) ((AQ)12. (AQ)12NR3, (QAQ)s, (QAQ)sNR3, Ci1s y C16NR4) 0 sulfato de amonio al 30% (1200 mM)
(NR3 y NR4) a temperatura ambiente y se cosecharon mediante centrifugacién a 10,000xg durante 10 min. Los sedimentos
de (AQ)12, (AQ)12NR3, (QAQ)s, (QAQ)sNR3, NR3 y NR4 se enjuagaron con una solucién que contenia la misma
concentracién de sulfato de amonio tal como se usé para la precipitacion y se disolvieron en 6 M de cloruro de guanidinio
(GdmCI). En contraste Ci6 y C16NR4 se lavaron con 8 M de urea y se disolvieron en 6 M de tiocianato de guanidinio
(GAmMSCN). Todas las proteinas se dializaron contra 10 mM de NH4HCOs. Los precipitados formados durante la didlisis se
eliminaron por sedimentacion a 50,000xg durante 30 min y las restantes proteinas solubles de la seda se liofilizaron. Antes
del analisis la proteina liofilizada se disolvi6 en 6 M de GAmSCN seguido por dialisis frente a tampones adecuados. Los
agregados se eliminaron por sedimentacion a 125,000 xg durante 30 min. Las concentraciones de proteinas se
determinaron por fotometria en una cubeta de 1 cm de longitud de la trayectoria a 276 nm con el uso de coeficientes de
extincion calculados (Tabla 1) (23). La identidad de las proteinas se confirmé por electroforesis en gel de dodecilsulfato
sadico - poliacrilamida (SDS-PAGE; geles de Tris-glicina 10% para proteinas > 20 kDa y geles de Tris-Tricina 10 - 20%
(Invitrogen) para proteinas < 20 kDa), seguido de transferencia sobre membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
(Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos) y la deteccion mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-T7 de raton
(Novagen, 1:10,000) como primario y un conjugado de peroxidasa y anti-1gG de ratén (Sigma-Aldrich, 1:5,000) como
anticuerpo secundario. La actividad peroxidasa se visualizé con el uso del kit de deteccion de membrana de Western ECLPs
de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, Estados Unidos).

Fluorescencia. Los espectros de fluorescencia se registraron en un Espectrofluorémetro FluoroMax (Jobin Yvon Inc, Edison,
NJ, Estados Unidos). Los espectros se tomaron mediante el uso de una concentracion de proteinas de 100 pg/ml en 10 mM
de Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) / HCI (pH 8.0) a temperatura ambiente. El tiempo de integracion fue de 1 s, el
tamafio del paso fue de 0.5 nm y los anchos de banda fueron de 5 nm (excitacion) y 5 nm (emision), respectivamente.

Andlisis de la estructura secundaria. Los espectros de dicroismo circular (CD) de UV lejano se obtuvieron mediante el uso
de un espectropolarimetro Jasco 715 equipado con una unidad de control de temperatura (Jasco International Co. Ltd.,
Tokio, Jap6on). Todos los espectros se tomaron a una concentracion de proteinas de 150 pg/ml en 5 mM de Tris/HCI (pH 8.0)
en una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de longitud de la trayectoria a 20°C. La velocidad de barrido fue de 20 nm/min, el
tamafio del paso fue de 0.2 nm, el tiempo de integracion se establecié en 1 s y el ancho de banda fue de 1 nm. Se
promediaron cuatro barridos y se corrigieron con amortiguador. Las transiciones térmicas se analizaron con un incremento
de calentamiento / enfriamiento de 1°C/min a 220 nm.

Ensayo de solubilidad. Para determinar la concentracién maxima de proteinas solubles, una solucién de 1 mg/ml (= 0.1%
(p/v)) en 10 mM de Tris/HCI pH 8.0 se concentr6 por ultrafiltracion mediante el uso de una membrana de poliéter sulfona con
un corte para un peso molecular de 10,000 Da (Vivascience AG, Hannover, Alemania). Se tomaron muestras de la solucién
en distintos intervalos hasta que la proteina empez6 a precipitar. Las muestras se diluyeron en 10 mM de Tris pH 8.0 para
determinar la concentracién de proteina por fotometria.

Ensayo de agregacion. Todas las muestras se ajustaron a 1 mg/ml en 10 mM de Tris/HCI pH 8.0. Para probar los efectos
i6nicos sobre la agregacion de proteinas de la seda, se afiadieron sales hasta concentraciones finales de 300 mM. El efecto
de la acidificacion se investigé al afiadir HCI hasta una concentracion final de 100 mM (pH = 1). Todas las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Los precipitados de proteinas se eliminaron de todas las muestras por
sedimentacion a 125,000xg durante 25 min y la cantidad de proteina soluble restante se determiné fotométricamente. Dado
que la suma de la proteina soluble y agregada tuvo que ser igual a la cantidad inicial de proteina soluble, el porcentaje de
proteina agregada podria calcularse al restar la cantidad de proteina soluble de la cantidad de proteina usada inicialmente.

RESULTADOS

Una estrategia de cierre para disefiar proteinas similares a las de seda. La expresion de genes auténticos de la seda de
arafia en huéspedes bacterianos es ineficiente (24) ya que algunas secciones génicas contienen codones que no se
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traducen de manera eficiente en bacterias. Ademas, la manipulacion génica y la amplificacion por PCR es dificil debido a la
naturaleza repetitiva de las sedas. Para investigar las propiedades de las proteinas de la seda de arafia, se han empleado
estrategias de clonacion mediante el uso de modulos de ADN sintético con un uso de codones adaptado al huésped de
expresion correspondiente. Se obtuvieron los genes sintéticos que codifican para proteinas semejantes a las regiones
repetitivas de las sedas de arafia (25-28). Es importante destacar que ninguno de estos disefios de proteinas incluyé las
regiones NR del carboxilo terminal que se encuentran en todas las sedas dragline.

Los inventores desarrollaron una estrategia de clonacion sin problemas (29) que permite la combinacion controlada de
diferentes modulos de ADN sintético, asi como fragmentos de genes auténticos. Se disefié el vector de clonacion pAZL que
comprende un casete de clonaciéon con un espaciador que actla como marcador de posicién para los genes sintéticos, y
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccién BseRIl y Bsgl (Fig.1A). Dado que los sitios de reconocimiento y
escision de estas enzimas estan a 8 (BseRI) o 12 (Bsgl) nucleétidos aparte, el inicio de la traduccion y los codones de
parada, asi como sitios de restriccion adicionales requeridos para la escision de los genes ensamblados podrian colocarse
cerca del espaciador.

En una primera etapa de clonacion la region espaciadora de pAZL se remplazé por un médulo de ADN sintetizado (para el
disefio del médulo ver méas abajo). Posteriormente pudieron unirse dos modulos de manera dirigida al sitio (ver materiales y
métodos y Fig.1B). Las extensiones complementarias 3' de una sola cadena GG (sentido) y CC (antisentido) generadas
mediante escision con Bsgl y BseRI se usaron para conectar dos modulos (Fig.1C). Asi la secuencia de ADN requerida para
unir dos médulos se confind a un codén de glicina (GGX). La glicina es abundante de manera natural en proteinas de la
seda de arafia (~ 30%), por lo tanto los médulos pudieron disefiarse sin la necesidad de buscar sitios de reconocimiento
para endonucleasas de restriccion que, después de la traduccion, hagan coincidir las secuencias auténticas de aminoacidos.
Dado que la disposicion de los elementos del casete de clonacion se mantuvo sin cambios tras la clonacién y la
multimerizacion, pudo construirse una variedad de combinaciones de modulos (Fig.1D).

Disefio, sintesis y purificacion de las sedas sintéticas de arafia. Los inventores eligieron las proteinas de seda dragline ADF-
3 y ADF-4 (3) de la arafia de jardin Araneus diadematus como moldes para las construcciones sintéticas. La estructura
primaria parcialmente identificada de ADF-3 en gran parte consiste de unidades de repeticion, todas las cuales comprenden
una secuencia consenso que incluye un motivo de poli-alanina. La longitud de las unidades de repeticion individuales se
determina al variar los numeros del motivo GPGQQ. Para imitar la secuencia repetitiva de ADF-3 se disefiaron dos médulos.
Un médulo, denominado A, se derivd de la secuencia consenso que contiene poli-alanina (Fig.1E). Un segundo mddulo
denominado Q contenia cuatro repeticiones del motivo GPGQQ. Para estudiar unidades de repeticion de diferente longitud,
uno o dos modulos Q se combinaron con un modulo A para obtener (AQ) o (QAQ). Estas unidades de repeticion se
multimerizaron para generar genes sintéticos que codifican para proteinas repetitivas (proteinas rep) (AQ)12 y (QAQ)s.

La parte repetitiva de ADF-4 se compone generalmente de una sola unidad de repeticion conservada que solamente
presenta pequefas variaciones. Los inventores combinaron estas variaciones y disefiaron un médulo consenso denominado
C (Fig.1E), que los inventores multimerizaron para obtener la proteina rep Cis. Se eligié que el nUmero de repeticiones de
los modulos en todos los genes sintéticos codificara para proteinas de masa molecular similar (~50 kDa).

Tanto ADF-3 como ADF-4 presentan regiones NR homélogas en sus extremos carboxilo, que comprenden 124 y 109
aminoacidos respectivamente. Las secuencias génicas que codifican para estas regiones se amplificaron mediante PCR, y
los codones probleméaticos para la expresion bacteriana se cambiaron a codones méas adecuados mediante mutagénesis
dirigida a un sitio (ver materiales y métodos). Por lo tanto, todos los genes sintéticos usados pudieron combinarse con las
regiones NR auténticas apropiadas lo que produce genes que codifican para las proteinas repNR (AQ)12NR3, (QAQ)sNR3 y
C16NR4. Adicionalmente NR3 y NR4 podrian expresarse solas.

Después de la sintesis bacteriana las proteinas de la seda se purificaron mediante una etapa de calor seguida de una
precipitacion con sulfato de amonio. La identidad de las proteinas se confirmd por inmunotransferencia, mediante el uso de
anticuerpos dirigidos contra las secuencias peptidicas de etiquetas T7, unidas al extremo amino terminal de todas las
proteinas de la seda (Fig.2A). Aunque todas las proteinas rep y todas las proteinas repNR tenian pesos moleculares
similares (Tabla 1) éstas mostraron diferentes velocidades de migracion cuando se sometieron a SDS-PAGE. Este efecto
podria ser causado por una union aberrante del dodecilsulfato a las proteinas debido a la composicion de aminoéacidos
diferentes, lo que conduce a una variacion de las cargas netas de las proteinas. Ademas de proteinas de longitud completa,
la inmunotransferencia revel6 trazas de proteinas con menor peso molecular dentro de las preparaciones de proteinas
repNR. La unién del anticuerpo anti-etiqueta T7 a estas proteinas las identific6 como proteinas de la seda que carecen de
parte de su extremo carboxilo-terminal. Al analizar cada proteina purificada mediante SDS-PAGE Yy tincion con plata, no se
detectaron otras proteinas en todas las preparaciones de proteinas (Fig.2B). Adicionalmente la pureza de las proteinas se
determin6 al medir la emision de fluorescencia. La luz incidente de longitud de onda de 280 nm conduce a la excitacion y la
emisién de fluorescencia de tirosinas y triptéfanos mientras que la luz de 295 nm excita exclusivamente a este Ultimo. Dado
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gue ninguna de las proteinas de la seda de arafia disefiadas comprendia triptéfanos, la emision de fluorescencia tras la
excitacion con 295 nm habria sido un indicativo de proteinas de E. coli contaminantes, que en promedio contienen 1.5% de
triptéfano (30). Las mediciones de fluorescencia de todas las preparaciones de proteinas de la seda revelaron espectros de
emisién similares al espectro de la tirosina, que se produce de manera abundante en las proteinas de la seda. En contraste,
no se detectd ninguna fluorescencia de triptéfano, lo que indica una alta pureza de las preparaciones de proteinas (los datos
se muestran de manera ilustrativa para Ci1sNR4 en la Fig. 2B).

La produccion bacteriana de proteinas de seda sintéticas en matraces Erlenmeyer produjo cantidades de proteinas similares
para todas las construcciones. Los rendimientos de las preparaciones individuales estan en el intervalo de 10 a 30 mg de
proteina purificada por litro de medio de cultivo. La fermentacién de las células se empleé para investigar la posibilidad de
escalar la sintesis de proteinas. Los rendimientos de (QAQ)sNR3 y C1sNR4 por lo tanto pudieran aumentar a 140 y 360 mg/I,
respectivamente.

Las proteinas RepNR consisten de una region repetitiva poco estructurada y un dominio no repetitivo altamente
estructurado. La estructura secundaria se investigdé mediante espectroscopia de CD. Las proteinas rep revelaron espectros
tipicos de proteinas no estructuradas de manera intrinseca. En contraste las proteinas NR revelaron espectros indicativos
de un alto contenido de estructura secundaria. Estas regiones parecen representar dominios proteicos plegados de manera
independiente. Los espectros de las proteinas repNR corresponden a grandes rasgos a una combinacion de los espectros
rep y NR ponderados de acuerdo con su participacién en las proteinas repNR. Aunque no puede excluirse un cambio
estructural menor dentro de las regiones rep o los dominios NR tras la unién mutua es probable que las proteinas repNR
estén compuestas de una regién que muestra mayormente una estructura aleatoria y un dominio proteico plegado en el
carboxilo terminal. Sorprendentemente los espectros de las proteinas repNR fueron similares a los espectros de CD
obtenidos a partir de la base de seda de la ampulacea mayor extraida directamente de arafias (Nephila clavipes) (9).

Las proteinas de la seda se vuelven a plegar después de la desnaturalizacion térmica y quimica. Al investigar los cambios
estructurales mediante espectroscopia de CD tras un calentamiento, no se observaron transiciones de temperatura de
cooperacion para las proteinas rep entre 20°C y 90°C, un efecto que también se ha observado para otras proteinas
desplegadas intrinsecamente (31; 32) (Fig.3). Dado que las proteinas repNR estaban al menos parcialmente estructuradas,
el desplegamiento térmico de la region estructurada debe ser detectable a temperaturas elevadas. En consecuencia, se
observaron transiciones térmicas de cooperacion. Los puntos medios de las transiciones de temperatura fueron 67°C
((QAQ)sNR3), 66°C ((AQ)12NR3) y 72°C (C1sNR4), respectivamente (Fig.3B y Tabla 1). Ademas, todas las transiciones
térmicas fueron completamente reversibles. La reversibilidad de los cambios estructurales tras el calentamiento explicé la
alta recuperacion de proteinas de la seda solubles después de la etapa de calor empleada durante la purificacion de
proteinas. El Tris se usé para amortiguar todas las soluciones investigadas por espectroscopia de CD, debido a las buenas
propiedades espectrales y la poca capacidad de promover la agregacion de proteinas de la seda. Debido a la fuerte
dependencia de la temperatura de las soluciones amortiguadas con Tris, se esperaba que el pH de las muestras cambiara
de pH 8 a pH 6 tras el calentamiento de 20°C a 90°C (19). Sin embargo, las transiciones de temperatura de las proteinas de
la seda en amortiguador fosfato a pH 8, que muestran un valor de pK independiente de la temperatura, revelaron iguales
temperaturas de punto medio (datos no mostrados) a pesar de que no fueron totalmente reversibles probablemente debido a
la agregacion de proteinas (ver mas abajo). Esto indic6 que las transiciones térmicas de las proteinas de la seda no se
influenciaron por cambios de pH inducidos térmicamente en soluciones amortiguadas con Tris.

El efecto de la desnaturalizacion y la renaturalizacion quimicas sobre la estructura secundaria se investigdé mediante la
medicion del dicroismo circular de las proteinas repNR en amortiguador Tris, después de la dialisis contra 6 M de GuaHCl y
la renaturalizacién mediante dialisis frente al amortiguador Tris. Los espectros idénticos de las proteinas iniciales y las que
volvieron a plegarse indicaron que la desnaturalizacion quimica es reversible (datos no mostrados).

La solubilidad de las proteinas de la seda se determina por sus secuencias repetitivas. Con el objetivo de obtener altas
concentraciones de proteina en la base, las proteinas de la seda tienen que ser altamente solubles. Probamos las
concentraciones maximas en que las proteinas rep y repNR se mantuvieron solubles para identificar los elementos de la
estructura primaria que determinan la solubilidad. Todas las proteinas que comprenden los mddulos A y Q pudieron
concentrarse por ultrafiltracion a méas de 30% p/v sin formar agregados visibles, independientemente de la presencia del
dominio NR. En contraste, las proteinas que contienen el médulo C sélo pudieron concentrarse hasta 8% p/v (Cie) y 9% p/v
(C16NR4), respectivamente (Tabla 1). Ambas proteinas formaron un soélido similar a un gel tras un aumento de la
concentracién (datos no mostrados). Por lo tanto, la solubilidad de las proteinas de la seda se determind Gnicamente por sus
secuencias repetitivas y no fue influenciada por el dominio NR.

El potasio no promueve agregacion de las proteinas de seda sintéticas, independientemente de su estructura primaria. El

pH, los iones, tales como potasio y fosfato, y la tensién mecéanica estan involucrados en el ensamblaje de la seda natural.
Aqui hemos querido investigar cémo estos factores promueven el ensamblaje de las proteinas de seda sintéticas. Ya que
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éramos incapaces de imitar el proceso de ensamblaje auténtico, que requiere una pre-orientacion de las proteinas
involucradas como se encuentra en la base liquida cristalina (33), realizamos un ensayo de agregacion a partir de
soluciones de proteinas que no presentan un orden de orientacion. Ninguna de las proteinas probadas rep, repNR y NR
mostraron una agregacion significativa (< 5%) cuando se incubaron en amortiguador, lo que indica que todas las proteinas
eran intrinsecamente solubles bajo las condiciones de prueba (Fig.4). Para investigar si la adicion de iones causaba
agregacion por el aumento de la fuerza ionica, las proteinas se incubaron con cloruro de sodio. Sin embargo no se observo
agregacion. En contraste con el sodio, previamente se ha reportado que el potasio promueve especificamente la agregacion
de la seda (34). Sin embargo, el cloruro de potasio tampoco mostré influencia sobre la solubilidad de las proteinas de seda
sintéticas (Fig.4).

La acidificacion y la adicién de fosfato inician la agregacion de las proteinas rep en dependencia de su estructura primaria.
La funcidén exacta de la acidificacion durante el ensamblaje de la seda de arafia aln no se ha determinado. Sin embargo
parece probable que los grupos cargados negativamente (por ejemplo los grupos fosforilo) estan protonados lo que reduce
asfi la carga neta y la repulsion de las proteinas de la seda de arafia. Dado que las proteinas de seda sintéticas no contenian
grupos quimicos que mostraran un valor de pKa dentro del intervalo de cambio de pH observado durante el proceso de
hilatura, los inventores se propusieron imitar este efecto al protonar todos los grupos carboxilos de las cadenas terminal y
lateral. (QAQ)s y (AQ)12, que presentan soélo el grupo carboxilo terminal, no mostraron agregaciéon (<5%) y mostraron una
débil (18%) agregacién a pH 1. Curiosamente la protonacion de los 16 residuos de glutamato de Cis también causo
solamente una agregacion débil (8%) (Fig.4). El fosfato que se ha descrito que se afiade a la base durante el proceso de
hilatura no causé agregacion de (QAQ)s y precipitacion débil de Cis (12%). En contraste, (AQ)i2 mostré un aumento de la
tendencia a agregarse (47%) después del tratamiento con fosfato de potasio. Se obtuvieron resultados similares con el uso
de fosfato de sodio, lo que indica que el efecto es causado especificamente por los iones fosfato (datos no mostrados).

Los dominios NR amplifican la respuesta a los factores que promueven la agregacion. Para investigar la influencia de los
dominios NR, se prob¢ la agregacion de las proteinas repNR, asi como las proteinas NR a un pH bajo y tras el tratamiento
con fosfato. La acidificacion de (QAQ)sNR3 y (AQ)12NR3, asi como NR3 caus6é una débil agregacion (10%, 15% y 13%), que
estuvo en el intervalo mostrado por las correspondientes proteinas rep. Curiosamente, aunque el dominio NR4 no precipité a
pH 1 (0%), C16NR4 mostr6é una fuerte agregacion a pH 1 (70%). Por lo tanto la combinacion de Cie repetitiva y el dominio
NR4, que no se agreg6 significativamente tras la acidificacién, condujo a una proteina altamente sensible a este factor
promotor de la agregacion. Se obtuvieron resultados similares para la adicion de fosfato. Aunque ni NR3 ni NR4 mostraron
agregacion en presencia de fosfato (1% y 0%), la adicién de los dominios NR a las regiones repetitivas provoco un aumento
de la agregacion de las proteinas repNR en comparacion con las proteinas rep ((QAQ)sNR3: 57%, (AQ)12NR3: 81%,
C1sNR4: 80%).

Con el uso de una estrategia de clonacion que permite el ensamblaje controlado y sin problemas de los médulos de ADN, se
construyeron genes sintéticos que codifican para proteinas similares a la seda de arafia. El disefio de proteinas produjo
diferentes combinaciones de unidades de repeticion y regiones NR de origen natural, para probar de manera sistemética las
propiedades de tales elementos individuales de la estructura primaria. El andlisis estructural por espectroscopia de CD
reveld que las regiones repetitivas en su mayoria no tienen estructura en su estado soluble, lo que muestra propiedades
comunes a otras proteinas desplegadas intrinsecamente (31; 32). El mismo estado conformacional se ha propuesto para la
mayor parte del contenido de la ampulacea mayor (10) que estd dominado por secuencias de proteinas repetitivas. En
contraste se encontraron regiones NR para representar independientemente dominios de la proteina plegable que adoptan
su conformacién después de la desnaturalizacion por calor asi como el tratamiento con agentes caotrépicos. Debido a su
pequefio tamafio relativo en comparacion con las regiones repetitivas la influencia sobre las propiedades estructurales
globales fue pequefia en las proteinas repNR.

En sedas de arafia naturales que muestran regiones repetitivas de varios cientos de kDa, puede esperarse que la
contribucion estructural de las regiones NR sea incluso mas pequefia, lo que explica la falta de evidencia para su presencia
en las investigaciones del contenido de ampulacea mayor. Debido a la reversibilidad de la desnaturalizacion térmica y
quimica de las proteinas repNR y la similitud de datos de CD presentados en este trabajo y obtenidos a partir de la solucion
de seda natural, se puede suponer que, incluso después del tratamiento con calor y reactivos caotrépicos durante la
purificacion y preparacion de la muestra todos los componentes de seda de arafia investigados en soluciones acuosas
estaban en un estado de conformacion comparable al de las proteinas de seda naturales dentro de la solucién.

De acuerdo con Uversky y otros el desplegamiento intrinseco de las proteinas puede predecirse en base a su carga netay a
la hidropaticidad promedio. La carga neta de una proteina se usa para calcular una hidropaticidad "limite". Si la
hidropaticidad promedio de la proteina esta por debajo del valor "limite", se prevé que la proteina esté intrinsecamente
desplegada (35;36). De acuerdo con los resultados presentados se prevé que las secuencias repetitivas (QAQ)s ¥ (AQ)12
estén intrinsecamente desplegadas (Tabla 1). El desplegamiento intrinseco de una proteina significa que las interacciones
de los residuos de aminoacidos con el solvente que los rodea son més favorables que con los aminoacidos de la misma o
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de otras cadenas polipeptidicas. En consecuencia, (QAQ)s y (AQ)12 son solubles incluso a altas concentraciones. En
contraste, Cis muestra una hidropaticidad ligeramente por encima del valor limite. Aunque se revelan propiedades de las
proteinas desplegadas intrinsecamente, las interacciones entre las cadenas polipeptidicas son cada vez mas favorables a
altas concentraciones lo que conduce a la agregacion de la proteina y resulta en una menor solubilidad en comparacion con
(QAQ)s y (AQ)12 (Tabla 1).

Como las secuencias repetitivas constituyen la fraccion mas grande de proteinas de seda de arafia, probablemente
determinan muchas de las propiedades de las proteinas. En consecuencia, las solubilidades de las proteinas repNR no
difieren significativamente de las proteinas rep. La solubilidad y hidropaticidad calculada de (QAQ)s y (AQ)i2 se
correlacionan bien con los valores de la ADF-3 auténtica (Tabla 1). C16y ADF-4 muestran menor solubilidad, aunque Ci6 no
comparte la insolubilidad intrinseca alta de ADF-4. Esta diferencia puede explicarse por la mayor hidropaticidad y carga neta
inferior de ADF-4 comparada con Cgs.

En contraste con las regiones repetitivas, los dominios NR representan sélo una fraccién de las proteinas de seda de arafia.
Ambos dominios NR revelaron una estructura rica en a-hélices. Debido a la gran similitud entre los dominios NR de ADF-3 y
ADF-4 (81% de similitud y 67% de identidad) puede suponerse que ambos podrian cumplir funciones relacionadas. Se
obtuvo més informacion sobre la funcién de los dominios NR cuando se investigé la agregacion de las proteinas de la seda
tras el tratamiento con factores conocidos para inducir el ensamblaje de las proteinas de la seda in vivo. Se esperaba que la
reduccion de las cargas negativas por protonacion de los grupos carboxilo de las proteinas de la seda afectara
principalmente a las proteinas que comprenden el médulo C. En consecuencia, las proteinas compuestas por los médulos A
y Q, que no contienen aspartatos o glutamatos, no mostraron mas que una agregacion débil. Cs, incluso después de la
neutralizacién de sus 16 cargas negativas se mantuvo mayormente soluble. De manera sorprendente la combinacion del
dominio NR4, que no mostré ninguna respuesta a la acidificacion por si mismo, y la débil agregacién de Ci¢ resulté en una
proteina altamente sensible a la protonacién. Por lo tanto se requiere una reduccion de la carga de la regién repetitiva y la
presencia del dominio NR para la agregacion eficiente. Se obtuvieron resultados similares cuando se afiadi6 fosfato a las
soluciones de proteinas. El fosfato, al igual que otros iones liotropicos se sabe que aumenta la tension superficial del agua, y
promueve las interacciones hidrofdbicas (37). En el caso de proteinas de seda de arafia es probable que la adicion de
fosfato inicie las interacciones entre los motivos poli-alanina hidréfobos, causando la agregaciéon de las proteinas. En
consecuencia la agregacion de (AQ)i» fue mayor que (QAQ)s que contiene un tercio menos de motivos poli-alanina que
(AQ)12. C16 que muestra el nimero mas largo y alto de motivos poli-alanina sin embargo no mostré la agregacion mas fuerte
tras el tratamiento con fosfato. Una posible explicacion de este resultado inesperado puede ser la repulsion de las cadenas
laterales de glutamato cargadas negativamente e iones fosfato que conducen a su exclusion del solvente circundante y un
debilitamiento de su efecto liotrépico. A pesar de que los dominios NR no respondieron a la adicién de fosfato, su adicién a
las proteinas rep aumento fuertemente la sensibilidad de fosfato. Aunque los datos presentados no son suficientes para
llegar a una conclusion definitiva, parece probable que los dominios NR funcionan como potenciadores inespecificos de la
sensibilidad a la agregacion de los factores de promocién. Para la agregacion eficiente su presencia es tan importante como
la capacidad de las regiones repetitivas de responder a estos factores.

El mecanismo de esta mejora podria implicar cambios en el estado oligomérico de las proteinas de la seda. Se ha
encontrado que los dominios NR forman dimeros disulfuro puenteado (38). Ademas, la oligomerizacién podria conducir a un
aumento de las concentraciones locales de las secuencias de polipéptidos requeridos para iniciar la agregacion que es
asistida por las condiciones del solvente que favorezcan la formacion de interacciones intermoleculares.

El presente enfoque de ingenieria de proteina, que combina secuencias repetitivas sintéticas con regiones NR auténticas,
revela que las proteinas muy parecidas a las proteinas de seda auténticas se pueden producir con altos rendimientos. El
sistema de expresion bacteriana, asi como el proceso de purificacion simple y barato, que se puede escalar faciimente,
proporciona la base para la produccion a escala industrial rentable de proteinas del tipo de seda de arafia. Con base en los
estudios actuales, los mecanismos moleculares del ensamble de la seda de arafia pueden ser investigados ain mas, lo que
proporcionard los conocimientos necesarios para la hilatura artificial de hilos de seda a partir de las proteinas recombinantes
y para la obtencién de nuevos materiales para aplicaciones biotecnoldgicas y médicas.

Ensamblaje de proteinas derivadas de la seda de arafia

Los siguientes experimentos se realizaron para demostrar que las proteinas derivadas de las secuencias de la seda de
arafia ADF-3 (sec. con nim. de ident:. 1) o ADF-4 (sec. con nium de ident:. 2) pueden ensamblarse en distintas formas
morfolégicas. Las proteinas (AQ)24NR3 y C1sNR4 se construyeron, produjeron y prepararon en soluciones acuosas como se
describe en Biochemistry 2004 Vol.43 pags. 13604-11362. Si no se menciona lo contrario las soluciones de proteina
contenian 10 mM Tris-(hidroximetilo)-aminometano (Tris) pH 8.0.

1. Esferas
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Esferas de proteinas que presentan diametros en el intervalo entre 0.5 y 2 um (Fig.7a) se generaron al afiadir 0.8 M de
sulfato amonio a una solucion de Ci al 0.2% (p/v).

2. Nanofibrillas

Las nanofibrillas que mostraron didmetros entre 0.7 y 4 nm (Fig. 7b) se formaron por incubacién de una soluciéon de C1sNR4
1% (p/v) a temperatura ambiente por 2 semanas.

3. Microfibrillas

Para la formacion de microfibrillas 5 - 10 pl de una solucion (AQ)2aNR3 25% (p/v) se inyectaron lentamente en 0.5 M fosfato
de potasio pH 8.0, formando una gota estable de solucion de proteina. Después de la incubacién durante 1 min la gota de
proteina se retir6 de la solucién usando pinzas. Después de un tiempo de incubacién adicional de 1 min en el aire, una
fibrilla de proteina podria extraerse de la gota de proteina a una velocidad de aproximadamente 2 cm/s usando un segundo
conjunto de pinzas. Las fibrillas mostraron una seccion transversal redonda con un diametro de 4 um (Fig 7c,d).

4. Espumas

Se generaron espumas de proteina (Fig. 7e,f) a partir de las soluciones que contienen 2.5 mM peroxodisulfato de amonio
(APS), 100 pM tris(2,2'-bipiridil)diclororutenio(ll) (Rubpy) y 10% p(p/v) (AQ)22NR3 0 2% (p/v) C1sNR4. Las soluciones de
proteina se espumaron con aire. Para estabilizar, las proteinas de estructura de espuma resultante se reticularon por
exposicion a la luz visible de una lampara de tungsteno por 1 min (Protocolo: PNAS 1999 Vol.96 pags. 6020-6024). Las
espumas se secaron subsecuentemente a 95°C.

5. Geles

Las nanofibrillas de CisNR4 a una concentracién de 1% (p/v) mostraron un aspecto de gel que facilmente podria ser
interrumpido por agitacién o cizallamiento. Para mejorar las propiedades mecanicas del gel se permitié que el APS y el
Rubpy entraran en el gel por difusion para producir concentraciones finales de 10 mM de APS y 100uM de Rubpy. Después
de la reticulacion inducida por la luz (ver la seccion 4) pudieron obtenerse geles dimensionalmente estables (Fig. 7g).

6. Peliculas
6.1 Estado soluble de las proteinas de seda de arafia

Con el fin de formar las peliculas los inventores usaron las dos proteinas de seda sintéticas, (AQ)2aNR3 y Cis, que se
derivan de las proteinas de seda dragline ADF-3 y ADF-4 de la arafia de jardin Araneus diadematus(ver ademas
anteriormente para mas explicaciones). Estas dos proteinas diferentes se eligieron en base a observaciones anteriores
donde ADF-3 y ADF-4 asi como sus derivados muestran un comportamiento marcadamente diferente con respecto a la
solubilidad y al ensamblaje. Las soluciones acuosas de ambas proteinas pudieron prepararse mediante la disoluciéon de
proteinas liofilizadas en 6 M de tiocianato de guanidinio y la posterior eliminacién de la sal por didlisis frente a un
amortiguador con bajo contenido de sal tal como 5 mM de fosfato de potasio pH 8.0. Las proteinas liofilizadas también
pudieron disolverse directamente en HFIP. La medicién del dicroismo circular (CD) de las soluciones de proteinas revel6
una influencia diferente de los dos solventes sobre la estructura secundaria. En solucién acuosa ambas proteinas mostraron
un espectro de CD con un Unico minimo a una longitud de onda por debajo de 200 nm que es indicativo de una proteina
principalmente aleatoria (Fig.8). En contraste, los espectros de ambas proteinas en HFIP mostraron un minimo a 201 - 202
nm y un minimo adicional ((AQ)24NR3) u hombro (Cis) a 220 nm que es indicativo de un mayor contenido a-helicoidal

(Fig.8).
6.2 Formacion de la pelicula

Las peliculas se formaron sobre una superficie de poliestireno (o sobre el cristal de cuarzo para mediciones de CD) a partir
de soluciones HFIP que contienen 2% p/v de proteinas. Después de la evaporacion del solvente, (AQ)24NR3 y Ci6 formaron
peliculas transparentes que podrian ser facilmente desprendidas de la superficie (Fig.9 y datos no mostrados). Suponiendo
la evaporacion completa del solvente y que la densidad de la pelicula de proteina es idéntica al valor reportado de 1.3 g/cm3
para la seda de arafia dragline, se calcul6 que el espesor de las peliculas estaba en el intervalo de 0.5 a 1.5 pm. Las
peliculas moldeadas (recién preparadas) fabricadas de cualquier proteina se disolvieron tras el contacto con agua. Dado
que la insolubilidad en agua es un requisito previo para la mayoria de las aplicaciones de peliculas de proteinas, los
inventores buscaron un método de procesamiento con el objetivo de producir peliculas insolubles. Se conoce que el fosfato
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de potasio induce agregacion y formacion de estructuras quimicamente estables de las proteinas de seda empleadas. En
consecuencia, el procesamiento (incubacion) de las peliculas moldeadas con 1 M de fosfato de potasio resulté en la
conversion de las peliculas en un estado insoluble en agua.

6.3 Estructura secundaria

Para investigar las propiedades estructurales de las peliculas de proteina, su estructura secundaria se investigé por
espectroscopia CD. Las peliculas moldeadas revelaron un espectro con dos minimos a 208 nm y 220 nm, indicativo de un
alto contenido a-helicoidal (Fig. 10). Después de procesar con 1 M de fosfato de potasio, las peliculas revelaron un espectro
con un solo minimo a 218 nm que es tipico para una estructura rica en lamina . Por lo tanto, la transicion de la solubilidad
en agua a la insolubilidad en agua fue paralela a una conversion de la estructura secundaria de la proteina de la a-hélice a
la lamina B.

6.4 Estabilidad quimica

Para probar la estabilidad quimica, las peliculas se expusieron a 8 M urea, 6 M de clorhidrato guanidinio y 6 M de tiocianato
de guanidinio (Tabla 2). Las peliculas moldeadas de las dos proteinas asi como también las peliculas procesadas de
(AQ)24NR3 fueron solubles en estos desnaturalizantes. En contraste, las peliculas procesadas de Cigsélo podian ser
disueltas en tiocianato de guanidinio. Esta estabilidad quimica notable de las peliculas de Cis es idéntica a aquella de ADF-4
producida de forma recombinante y agrupada y de la seda dragline natural. Estudios anteriores correlacionaron las
propiedades de ensamble y las estabilidades de las estructuras ensambladas directamente con las secuencias de
aminoacidos de las proteinas de seda. Por lo tanto, se puede concluir, que las propiedades de las peliculas de seda de
arafia pueden ser modificadas directamente por alteracion de la estructura primaria de la proteina de la seda a través de la
manipulacion del gen de seda correspondiente.

6.5 Modificacién de la pelicula

Muchas aplicaciones de las peliculas de proteinas requieren la presencia de funcionalidades especificas en la superficie de
la pelicula. A fin de demostrar, que nuestras peliculas de proteinas de seda de arafia pueden ser modificadas con moléculas
orgéanicas pequefias, asi como macromoléculas bioldgicas como las proteinas, la fluoresceina del croméforo y la enzima -
galactosidasa se acoplaron quimicamente a las peliculas de Cis procesadas. El acoplamiento se alcanzé mediante la
activacion de los grupos carboxilo expuestos a la superficie de Ci6 usando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropilo)carbodiimida
(EDC) (para mas detalles de las reacciones ver material complementario que se indica a continuacion). Las peliculas se
incubaron con etilendiamina lo que conduce a la formacién de una amida. El grupo amino libre restante de etilendiamina se
acoplé posteriormente al fluoresceinisotiocianato resultando en el enlace covalente eficaz de la fluoresceina (Fig.11A) a
través de la formacién de un derivado de tiourea estable. De manera similar, la incubacién de B-galactosidasa con peliculas
de Ci6 activadas con EDC condujo a la formacién de enlaces amida entre los grupos carboxilo de Ci6 y aminas primarias
(por ejemplo de residuos de lisina) de la B-galactosidasa que estaban accesibles en la superficie de la enzima. Después de
lavados repetidos de tales peliculas modificadas, la actividad B-galactosidasa pudo detectarse mediante el uso de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal) como sustrato (Fig.11B).

6.6 Conclusion

Aqui, se pudo demostrar que las peliculas de proteina se pueden obtener de proteinas de seda de arafia sintéticas. Las
peliculas, que inicialmente eran solubles en agua, pueden ser procesadas con fosfato de potasio que conduce a
insolubilidad en agua, que es un requisito importante para muchas aplicaciones. La comparacién de las estabilidades
quimicas de las peliculas realizadas a partir de dos proteinas de seda de arafia sintéticas diferentes sugiere que las
propiedades de las peliculas se basan en la estructura primaria de las proteinas. Por lo tanto, sera posible generar proteinas
de seda que forman peliculas que exhiben propiedades especificas. Dado que diferentes moléculas funcionales pueden
unirse covalentemente a la superficie de la pelicula, una gran variedad de aplicaciones técnicas o médicas puede abordarse
en el futuro.

6.7 Materiales y resultados complementarios

Preparacion de las soluciones de proteina

Se llevé a cabo la produccion y purificacion de proteinas como se describié previamente. Para obtener soluciones acuosas
de (AQ)24NR3 y Cy6, proteina liofilizada se disolvié en 6 M de tiocianato de guanidinio a una concentracién de 10 mg/ml y

subsecuentemente se dializé contra 5 mM de fosfato de potasio pH 8.0. Los agregados se eliminaron por sedimentacion a
15,000x%g por 10 min. Las concentraciones de proteina se determinaron por fotometria en una cubeta de 1 cm de longitud de
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la trayectoria a 276 nm mediante el uso de coeficientes de extincion calculados de 73950 Mtem™ para (AQ)2aNR3 y 46400
Mem™® para Ci6. Alternativamente, las proteinas de seda liofilizadas se disolvieron directamente en hexafluoroisopropanol
(HFIP).

Andlisis de la estructura secundaria

Los espectros de dicroismo circular (CD) de UV lejano se obtuvieron mediante el uso de un espectropolarimetro Jasco 715
(Jasco International Co. Ltd., Tokio, Japdn). Los espectros de las proteinas solubles se tomaron a una concentracion de
proteina de 200 pg/ml en 5 mM de fosfato de potasio (pH 8.0) o HFIP en una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de longitud de la
trayectoria a 20°C. Para medir las peliculas, 100 pl de una soluciéon de 2 mg/ml de proteina en HFIP se extendieron sobre un
cristal de cuarzo plano de 4 cm? y se secaron al aire antes de la medicion de CD. La velocidad de barrido fue de 20 nm/min,
el tamafio del paso fue de 0.2 nm, el tiempo de integracion se establecié para 1 s y el ancho de banda fue de 1 nm. Se
promediaron cuatro barridos.

Modificacién de la pelicula
1. Acoplamiento de fluoresceina a superficies de peliculas de Ci¢

Las peliculas se prepararon al extender 15 pl por pocillo de 20 mg/ml de C16 en HFIP sobre la parte inferior de una placa de
24 pocillos. Después de la evaporacién del HFIP, las peliculas se incubaron durante 5 minutos con 1 M de fosfato de
potasio. Después de enjuagar con agua, los grupos carboxilo se activaron mediante incubacion durante 15 min con 100 mM
de &cido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES) pH 5.0, 100 mM de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y 20
mM de N-hidroxisulfo-succinimida (NHS). Posteriormente se afiadid etilendiamina para producir una concentracién final de
500 mM. Después de 2 h de incubacién las peliculas se enjuagaron exhaustivamente con agua. Finalmente, las peliculas se
incubaron durante 1 h con 1 mg/ml de fluoresceinisotiocianato en 100 mM de carbonato de sodio pH 9.0, seguido de un
enjuague con agua y secado al aire.

2. Acoplamiento de B-galactosidasa a las superficies de peliculas de Cie

Las peliculas se prepararon y activaron como se describié anteriormente. Después de 15 min de incubacion con EDC / NHS,
las peliculas se enjuagaron con agua y posteriormente se incubaron durante 2 h con una solucién que contenia 100 pg/ml
de B-galactosidasa, 4 mM de KH;PO4, 16 mM de Na;HPO,, 115 mM de NaCl (PBS). Después de un enjuague exhaustivo
con PBS, se prob¢ la actividad enzimética en la superficie de la pelicula.

Ensayo de B-galactosidasa

Las peliculas acopladas con B-galactosidasa se incubaron durante 16 h a temperatura ambiente con una solucion que
contenia 100 mM de fosfato de sodio pH 7.0, 10 mM de cloruro de potasio, 1 mM de sulfato de magnesio, 50 mM de -
mercaptoetanol y 2 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal).

7. Hidrogeles adicionales

La parte repetitiva de ADF-4 se compone generalmente de una sola unidad de repeticion conservada que solamente
presenta pequefas variaciones. Los inventores combinaron estas variaciones y disefiaron un modulo consenso denominado
C (GSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGP) (sec. con num. de ident.: 5), que se multimerizé para obtener la
proteina rep Cie, lo que resultar4 en una proteina de una masa molecular de 48 kDa.

El gen para Ci6 de la seda se expresé en la cepa de E. coli BLR [DE3] (Novagen). Las células se cultivaron a 37 ° C en
medio LB a una ODspo = 0.5. Antes de la induccion con 1 mM de IPTG (isopropil-3-D-tiogalactésido), las células se
cambiaron a 25°C. Las células se cosecharon después de 3-4 horas de induccion.

La proteina Ci6 se purific6 como se describe en Huemmerich y otros (40). Los sedimentos de Ci se lavaron con 8 M de
urea y se disolvieron en 6 M de tiocianato de guanidina (GAmSCN) antes de la didlisis frente a 10 mM de NH4HCO3. Los
precipitados formados durante la didlisis se eliminaron por sedimentaciéon a 50,000xg durante 30 min y las restantes
proteinas solubles de la seda se liofilizaron. Antes del andlisis la proteina liofilizada se disolvi6 en 6 M de GdAmSCN seguido
por dialisis frente a 10mM de Tris / HCI. Los agregados se eliminaron por sedimentacion a 125,000 xg durante 30 min. Las
concentraciones de proteinas se determinaron por fotometria en una cubeta de 1 cm de longitud de la trayectoria a 276 nm
con el uso del coeficiente de extincién calculado (40).

Ci6 Se auto-ensambla en nanofibras a concentraciones entre 5 y 30 mg/ml después de la adicion de 10% p/v de metanol
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(Fig. 12). Sorprendentemente, a las concentraciones usadas las nanofibras conducen a la formacion de una red de fibras
que representa los hidrogeles. Los hidrogeles de Ci¢ pudieron interrumpirse facilmente por agitacion o cizallamiento. Para
mejorar las propiedades mecanicas del gel se permiti6 que el peroxodisulfato de amonio (APS), y el tris (2,2'-bipiridil)
diclororutenio (Il) (Rubpy) entraran en el gel por difusion para producir concentraciones finales de 10 mM de APS y 100uM
de Rubpy. Para obtener geles dimensionalmente estables las proteinas se reticularon por exposicion a luz visible de una
lampara de tungsteno durante 1 min (V) (Fig. 13).

Se realizaron mediciones reolégicas dindmicas de los hidrogeles reticulados y no reticulados mediante el uso de un Physica
MCR 301 con una geometria de placa-placa de 25 mm. El espacio entre la placa superior y el plato de la muestra se
establecié al mover primero la placa superior aproximadamente 2 mm por encima de la superficie de la muestra. La placa
superior se bajé muy lentamente (5 um/s), mientras se monitore6 la fuerza normal y se detuvo en una fuerza normal limite
de 0.1 N.

Después de encontrar tamafios de espacio adecuados para las muestras, las muestras se desviaron a 0.5 Hz y una
deformacion de 1% hasta que la fuerza normal se equilibré a un valor constante. Las mediciones reoldgicas dinamicas se
realizaron a temperatura ambiente al aplicar una tensién constante a la muestra. Las medidas reolédgicas se llevaron a cabo
en muestras con concentraciones de proteinas en el intervalo de 5 a 30 mg/ml.

Las imagenes de AFM de los hidrogeles secos indican que las nanofibras son de aproximadamente 3 nm de didmetro y
parecen ser semiflexibles, con una longitud de persistencia en el mismo orden de magnitud que su longitud (Figura 12).
Muchas de las nanofibras parecen tener ademas una estructura ramificada. De las imagenes de AFM no pudo determinarse
si las estructuras en forma ramificada son ramas fisicas en cada fibra polimérica o si son el resultado de la agrupacién de
nanofibras.

Similar a las redes de polimeros méas concentrados, el hidrogel de la proteina recombinante de la seda de arafia Cis
demuestra un comportamiento viscoelastico. Cuando se aplica una tension a las redes viscoelasticas de Cis de la seda la
deformacidon cambia lentamente con el tiempo y es proporcional a la tension aplicada. La Figura 14 muestra el
comportamiento tension/deformacion de los hidrogeles reticulados y no reticulados a una concentraciéon de 10 mg/ml. El
hidrogel no reticulado de Ci¢ de la seda tiene un médulo de cizalla inicial de 38 Pa. Sin embargo, a medida que aumenta la
tension el hidrogel no reticulado muestra una mayor respuesta de deformacion a la tension, y después de una deformacion
de 20% la respuesta es relativamente lineal. Con el aumento de la tensién la red continla deformandose hasta que se
alcanza una deformacién de 90%, donde el hidrogel no reticulado se rompe y fluye. A diferencia de las redes de fibras no
reticuladas, las redes reticuladas muestran una respuesta viscoelastica lineal en todas las deformaciones, tiene un médulo
de cizalla mucho més alto de 820 Pa, y se rompe a una menor deformacion de 30%.

Las medidas viscoelasticas dindmicas de las redes de fibras no reticuladas a una concentracién polimérica de 20 mg/ml
revelan que el mddulo de almacenamiento (G') y el mddulo de pérdida (G") son muy dependientes de la frecuencia de
oscilacién (w), tanto en el intervalo de w alto como en el de w bajo (Figura 15). La red demuestra un comportamiento
viscoso a bajas frecuencias y un comportamiento elastico a frecuencias moderadas con un cruce a 0.49 Hz. El
comportamiento observado del hidrogel es similar al esperado para una red de polimeros enredados y no es similar a lo que
se esperaria de una solucion cristalina liquida o fluido viscoso.

El hidrogel no reticulado de Ci6 de la seda muestra ademas un comportamiento viscoelastico dindmico que es muy diferente
al que se observa en los hidrogeles reticulados quimicamente (Figura 15). A diferencia del comportamiento de la red de
fibras no reticuladas, el médulo de almacenamiento de la red de fibras reticuladas es casi constante a todas las frecuencias,
excepto a las frecuencias mas altas probadas. El hidrogel reticulado de Ci6 de la seda demuestra ademés un modulo de
almacenamiento mayor y de pérdida menor que el que se observa en la red no-reticulada.

Como era de esperar, el modulo de almacenamiento del hidrogel reticulado es mayor que el de la red no reticulada para
todas las concentraciones probadas (Figura 16). Sin embargo, inesperadamente los médulos de almacenamiento tanto de
las redes reticuladas como no reticuladas aumenta con la concentracion [c] y tienen una dependencia de [0]2. En el caso de
las redes reticuladas de biopolimeros semiflexibles lineales, donde la longitud de persistencia es mayor que el tamafio de
malla, se espera que el médulo de almacenamiento de la red de polimeros tenga una dependencia de [c], que es cercana a
la del hidrogel reticulado de Ci¢ de la seda. En el caso de las redes de biopolimeros semiflexibles lineales que se enredan
pero no se reticulan, se espera que el médulo de almacenamiento tenga una dependencia mucho mas baja de la
concentraciéon de [c]. Tal dependencia ha demostrado ser valida para otros biopolimeros tales como F-actina, pero no
describe la dependencia del hidrogel no reticulado de la seda.

Esta discrepancia podria explicarse si las estructuras con formas ramificadas observadas en las imagenes de AFM son
ramas fisicas reales en la red polimérica. Se espera que el mddulo de almacenamiento de una red de polimeros
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semiflexibles ramificados muestre una dependencia de la concentracion entre lo que se esperaria para la red de polimeros
reticulados y no reticulados.

Las imagenes de AFM vy los datos de reologia son consistentes con el modelo de una red de polimeros semiflexibles
ramificados. Sin embargo, el comportamiento a escala del médulo de almacenamiento de los hidrogeles no puede explicarse
en el marco de los modelos mas ampliamente aceptados para redes de polimeros semiflexibles lineales.

TABLA

Tabla 1

Propiedades seleccionadas de las construcciones sintéticas de la seda y las proteinas auténticas de la seda de arafia ADF-3
y ADF-4.

QACM WO N O MR ADF- ADF-
A, A i MR3 INR4 TTAT LR S
)Q Qu [AQuz G R:  R3 f B
Masa molecular [kDa]" ‘fn,s 8.1 KB7TT 33 (1.9 5e3 S98 PRI B6I é-:_.!i--
e G
Coeficiente de extincion | R
(27 6mam) 23200 B480D H6400 4423 [1523 RT550  BOIS0 47850 mid:- nd:
M e}’ o e
Besiduos de
aminodcidos cargados” (/0 /0 DR/IGR/2R/2 P2 P2 P/IR
(positivo/negativo)
{
Gran promedio de ; i T
hidrepaticidad -1.232 L0987 L1464 0401 0.438-0.918 L0710 F0.294 H0.628 -E_I.U'Tj'ﬁl
(GRAVY)® e
Hidropaticidad BT v o
normalizada e 0361 [0.390 0.448 [0.5430.548] . ; 0,309 0464
: .. . uxy n.d, m.d. i
hidropaticidad promedio (0413 0413 440 4130413 0415 (0417
Temperanwa del punto o .:.'_' Nieas
medio del P mo no o pd. ol @TFC RERC 7290 udoxomd o
desplegamiento térmico’ T
Solubilidad (p/v)® =30% > 30% 8%  nd. nd. [230% [230% [T 28NN

&La masa molecular de las proteinas modificadas genéticamente incluye la etiqueta T7.

® Los coeficientes de extincion se calcularon de acuerdo con Gill y Hippel (23).

¢ Los residuos de aminoAcidos cargados solo se refieren a las secuencias génicas de la seda; Las etiquetas T7 comprenden
una arginina adicional

dla hidropaticidad se calculé6 como se describe previamente (39). La hidrofobicidad aumenta con los valores de
hidropaticidad.
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¢ La hidropaticidad se normalizé a un intervalo entre 0 y 1. La hidropaticidad “limite” se calculé de acuerdo con Uversky y
otros (35;36). Si los valores de la hidropaticidad normalizada estan por debajo del valor “limite” se prevé que las proteinas
estan desplegadas intrinsecamente. Los valores de ADF-3 y ADF-4 se refieren a sus secuencias repetitivas solamente.
"Las temperaturas del punto medio se determinaron mediante espectroscopia de CD.

9 Los valores para ADF-3 y ADF-4 se tomaron de (18) y de resultados no publicados.

Tabla 2 Solubilidad de peliculas de proteina en desnaturalizantes. Las peliculas se consideraron como insolubles (-), en
caso que una inmersién completa en el agente respectivo y agitacion repetida durante un periodo de cinco minutos no
resultdé en un cambio de la apariencia 6ptica. En contraste, la solubilidad (+) se caracterizé por la desintegracion completa de
la pelicula bajo las mismas condiciones.

agua |8 Murea |6 M clorhidrato de guanidinio 6 M tiocianato de guanidinio

(AQ)2aNR3

as-cast

(AQ)24NR3

procesado

Cie

as-cast

Cie

procesado

+ + +
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Pro

220

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

125

Gly

Ala

Gly

Gly

Tyr

205

Gly

Pro

Ser

Tyr

30

Gly

Pro

Ala

Pro

Ala

110

Ala

Pro

Ala

Ser

Ser

150

Gly

Gly

Gly

Gly

15

Gly

Ser

Gly

Ala

Ser

95

Ser

Ala

Ser

Ala

Gln

175

sSer

Pro

Ser

Gly

Gly

Preo

Gly

Gly

Ala

80

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

160

Gly

Ala

Glu

Gly

Tyr
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225

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

305

Arg

Ser

Leu

Ala

Leu
iB5

Ser.

Pro

Pro

Ala

Pro

290

Pro

Leu

Ser

val

Leu

370

Ser

Thry

Gly

Gly

Ala

275

Ser

Ser

Gln

Gly

Ser

355

Val

Ser

Gln

Serx

Ser

260

Ala

Gly

Pro

Pro

Pro

340

Gln

Gln

Ala

Met

Gin

245

Gln

Ala

Pro

Ser

Arg

325

Thr

Ile

Ala

Ser

Ile
405

230

Gly

Gliy

Ser

Gly

Ala

310

Leu

Asn

Ser

Leu

Ile

390

Ser

ES 2525095 T3

Pro

Gly

Gly

TyY

285

Ser

Glu

Gly

Ala

Leu

375

Gly

Gln

Ser

Ser

Pro

280

Gln

Ala

Val

Ala

Ser

360

Glu

Gln

Ala

Gly

Gly

265

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

345

Asn

Leu

Val

Leu

45

Prc

250

Pro

Gly

Pro

val

Ser

330

Val

Pro

val

Asn

Ser
410

235

Gly

Gly

Tvr

Ser

Ala

315

Ala

Ser

Gly

Ser

Val
395

Gly

Ala

Gly

Gly

300

Ala

Val

Gly

Leu

Ala

380

Ser

Ser

Ser

Pro

285

Pro

Ser

Ser

Ala

Ser

365

Leu

Ser

Gly

Ala

270

Gly

Gly

Val

Ser

Leu

350

Gly

val

Val

Gly

255

Ala

Ser

Ala

TYyr

Leu

335

Asn

Cys

Ala

Ser

240

Tyr

Ala

Gln

Tyr

Leu

320

Val

Ser

AsSp

Ile

Gln
400
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<210>10
<211> 140

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> NR3 (ADF-3)

<400> 10

<210>11
<211>125

Met

1

Ala

Ser

Ela

Fro

65

Gln

Gln

Ser

Met

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Ala

Ala

Ser

50

Thr

Ala

Ser

val
130

<223> NR4 (ADF-4)

<400> 11

Ser

Ser

Pro

35

Sexr

Asn

Ser

Leu

Ile

115

Gly

Met

Ala

20

Val

Arg

Gln

Ala

Leu

100

Gly

Gln

Thx

Ala

Ala

Val

Ala

Ser

B85

Glu

Gln

Ser

Gly

val

S5er

Ser

Ala

70

Asn

val

Ile

Val

ES 2525095 T3

Gly

Ser

Ala

Ser

=5

Leu

Pro

val

Asn

Ala
135

Gln

Val

Ala

40

Ala

Ser

Gly

Ser

Tyxr

120

Gln

46

Gln

Gly

25

Ala

Val

Asn

Leu

Ala

105

Gly

Ala

Met

10

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

90

Leu

ala

Leu

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

75

Gly

Val

Ser

Ala

Arg

Gly

Leu

Leu

60

Ser

Cys

Sexr

Ala

Gly
140

Gly

Fro

Ser

45

Val

Ser

Asp

Ile

Gln
125

Ser

Gln
30

Ser

Ser

val

val

Leu

110

Tyr

Met

15

Ser

Pro

Ser

val

Leu

25

Gly

Thr

Gly

Ser

Ala

Gly

Sex

80

Val

Ser

Gln
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Met

ala

Leu

Leu

Asn

€5

Cys

ala

Ser

<210>12
<211> 1959
<212> ADN

Ala

TyY

Ser

val

50

Ser

BSp

Ile

Gln

Ser

Gly

Ser
35

Ser

Leu

Ala

Leu

Ser
115

ES 2525095 T3

Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Gly Ser Met Gly
5 10 15

Pro Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Val Ala Ala Ser Arg
20 25 30

Pro Ala Ala Ser Ser Arg Val Ser Ser Ala Val Ser Ser
40 45
Ser Gly Pro Thr Asn Gly 2la ala Val Ser Gly Ala Leu

55 60

Val Ser Gln Ile Ser Ala Ser Asn Pro Gly Leu Ser Gly
70 75 g0

Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu Leu Val Ser Ala Leu val
85 30 25

Ser Ser Ala Ser Ile Gly Gln Vval Asn Val Ser Ser Vval
100 165 110

Thr Gin Met Ile Ser Gln Ala Leu Ser Gly
120 125

<213> Araneus diadematus

<400> 12

47
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atggctagca
tctggacaac
ccatatggac
ggacaacaag
tatggacccg
caacaaggac
gctggaggta
caaggacccyg
caacaaggac
geegetgecag
caaggaccag
ggaggttatg
ggacccggtg
ggatacggac
ccatatggac
ggacaacaag
tccgecgeag
caacaaggac
ggacctggtg
caaggacccqg
caaggacceyg
caaggtcocg
ggaggttatg
ggacccggac
ggacccyggac
ggttatggac
ccecgttggte
tatggaccac
ccageggeca
aatcaagctyg
cctggtcttt
gtatctatcc

acccaaatgg

tgactggtgg
aaggaccegy
ccggtgcatce
gacccageea
gtgcatccgc
caggaggtca
;tggacccgg
gtgcatccgc
ccggacaaca
cagccgcetygy
gaggtcaagyg
gacccggatc
gtcaaggacc
ccggttatgg
ctggtgcatc
gacccggaca
cagcagccgc
ccggtcaaca
catccgecge
gtcaacaagy
gccaacaagg
gtggtcaagg
gacccggatc
aacaaggacc
aacaaggacc
ccggatctgg
aaggaccata
aaagctecte
gttctagagt
cactttctaa
ctggttgcga
ttggatcttc

taggtcaatc

acagcaaatg
acaacaagga
cgcegeagcea
acaaggacct
cgcegcagcea
aggaccatat
atctggacaa
cgccgcagca
aggaccagga
aggatacgga
accatatgga
tggacaacaa
atatggacce
acagcaagga
cgcegectea
acaaggacct
tggaggttat
aggacctgga
agcagcagcec
acccggtcaa
acccggtcaa
ggcatatgga
tggacaacaa
cggacaacaa
atatggacct
acaacaagga
tggacctggt
ggctecetgtt
ttcatcgget
tactatcagt
tgtacttgtg
tagtatcggg

tgtagctcaa

ES 2525095 T3

ggtcgggatc
cccggacaac
gcagccgctyg
ggccaacaag
gecgetggtg
ggacctggtt
caagggcccg
gccgetggag
ggtcaaggac
cceggatctg
cecegghgeat
géacccggac
ggtgcatccg
ccaggacaac
gcagcctctg
ggaggtcaag
ggacccggat
caacaaggac
gctggaggtt
caaggacccg
caaggacceg
cctggtgeat
ggacccggac
ggacccggac
ggtgcatccg
cccggeocaac
gcggeetety
gcatcagcag
gtatcatctt
agcgttgtat
caagcattgc
caaattaact

gcccttgcet

48

cgaattcggc
aaggacccgg
gaggttatgg
gacceggtgg
gatatggacc
catccgetge
gtcaacaagg
gatacggacc
catatggacc
gacaacaagg
ccocgetgeage
aacaaggacc
ccgecgeagce
aaggaccagg
gaggatacgg

gaccatatgg

acgagccgga
acaacaagga
acccggatct
tcaaggacca
cggtteegga
cgcagcagcee
tcctggacaa
cggatctgga
tggtgcatce
acccggacaa
agcagccgct
tggacaacaa
agccgctgga
aggtcaagga
acccggatct

acctggtgca

ctggacaaca
ccggtggtca
atggacccygg
gtcaacaagyg
gcecaacaagyg
ccgcecgcagc
aacaaggacc
aacaaggacc
ccgcagcagc
aaggacctgg
cagctgtatc
ccgettcectey
tggtatctag
cgcaagttag
tcgaagttgt

atggtgccte

aggaccaggc
aggaccatat
atctggacaa
acccggtecaa
acctggtcaa
aggagcocgct
cggacaacaa
cggacaacaa
agccgetgga
acaacaagga
tgrtggagga
ccteoretect
tggacctact
tgcaagtaat
atcggccctg

tgctcagtac

60

120

180

2490

300

360

220

480

540

600

660

720

780

8440

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1B60

1920

1859
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<210>13
<211>20

13

<212> ADN
<213> Araneus diadematus

<400> 13

atggctagca
gcageggecg
ggacctgtrag
ggaagtggac
ggacctggtrg
ggatatggac
ggaagccaag

agtggacctg

tgactggtgg
cggcagceaag
catatggacc
;tggtggatar
gttccggatc
ctggaagcca
ggccatctyg

gaggatatgy

ES 2525095 T3

acagcaaatg
tggatectgga
tggtggaccc
cggacctgaa
ttcagcagca
aggaccatce
acctggtgca

acctggaagc

ggtcgcgegg
ggatacggac
gtatcttcag
aaccaaggac
gcagcagcecy
ggacctggty
tctteggcag

caaggaccat

49

cacgagcagyg
ctgaaaacca
ctgcagcagce
catctggacc
Ctgéagcaag
gatccggagyg
cagcagcagc

ctggacctgy

atcttcagca
aggaccatct
agcegetgcesa
cggaggatat
tggacctgga
atatggtccc
cgctgcagca

agcatatgga

60

120

180

240

300

360

420

480
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cctggtggac
caaggaccat
ggacctggtg
ggaggatatg
cccggatcett
tctggacctg
gcaggaagtg
tatggacctyg
ggatatggac
ggatcttcag
aaccaaggac
gcagcageceg
ggacctggtg
fcttcggcag
caaggaccat
agtggaccty
cctggtggac
ggacctggaa
caaggacctg
cctggaggat
ggtcctggag
tcttcgectg
cctacgaatg
agtaatccag
gctcttygtygg

cagtcaactc

ceggatcttc
ctggacctgg
ggcectggtge
gacctggaag
cagctgcagce
gagcatatgg
gacctggtgg
gtggtcccgg
ctggaagceca
ctgcagcagce
catctggacc
ctgcagcaag
gatccggagyg
cagcagcagc
ctggacctygy
gaggatatgg
ccggatcttce
gccaaggacc
gtgggcctgg
atggacctgg
catatggccc
cagcetegre
gtgctgctgt
gtttatcggg
caattcttec

aaatgattag

ES 2525095 T3

agctgcagca
tggatccgga
atctgcggea
ccaaggacca
aagtggacct
acctggtgga
atacggacct
atcttcagca
aggaccatct
agccgctgca
cggaggatat
tggacctgga
atatgygteccecc
cgctgcagcea
agcatatgga
acctggaage
agctgcagca
atctggacct
agcatctgcg
aagccaagga
atctcectect
tagagtgtct
ttctggagct
atgtgatgct
atctgcaagt

ccaagctctt

agtggacctg
ggatatggtc
gcagcagcag
tctggacctg
ggaggatatg
cccggatctt
ggaaaccaag
gcagcagccg
ggacctggag
ggaagtggac
ggacctggtg
ggatatggac
ggaagccaag
agtggacctyg
cctggtggac
caaggaccat
gceygctgeoag
ggtggatcecce
gcagcagcag
ccatctggac
gcttcogeat
tccgetgtat
ttgaatagtt
cttgtgcagg
attggccaag

tca

50

gaggatatgg
ccggaagceca
ccgetgeage
gagcatatgg
gacctggaag
cagctgcagce
gaccatctgg
ctgcagcaag
tatatggacc
ctggtggata
gttccggatc
ctggaagcca
ggecatcotygg
gaggatatgg
ccggatcttc
ctggtcectgg
caagtggacc
gaggatatgg
cagcegeege
ctggatatca
cegttgeage
cgtctttagt
tagtatctca
cattattgga

tcaacgtcag

acctggaage
agggccatct
aagtggacct
acctggtgga
Ccaaggacca
agcagceget
acccggagga
tggacctgga
tggtggaccc
cggacctgga
ttcagcagca
aggaccatct
acctggtgeca
acctggaagc
agctgcagca
agcatatgga
tggaggatat
tccecggaage
agcaagtgga
aggccctagt
cteregttta
gtctagcgga
gattagtgca
attagtgtct

ctctgttagt

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2013
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<210> 14

<211> 420

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> NR3 (ADF-3)

<400> 14
atggctagca tgactggtgg acagcaaatyg ggtcgceggat ccatgggtgce ggottctgea 60
gctgtatctg ttggaggata tggaccacaa agctcoctegyg ctoctgttge atcagcagec 120
gctteotcgeoe tttotteotee ageggccagt tctegtgttt catcggetgt atcatctttg 180
gtatctagtg gacctactaa tcaagctgca ctttctaata ctatcagtag cgttgtatcg 240
caagttagtg caagtaatcc tggtotttct ggttgegatg tacttgtgca agcattgcotce 300
gaagttgtat cggccctggl atctatcctt ggatcttcecta gtatcgggca aattaactat 360
ggtgcctcetg ctcagtacac ccaaatggta ggtcaatctg tagctcaagc ccttgcectgge 420

<210> 15

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> NR4 (ADF-4)

<400> 15
atggctagea tgactggtygg acagcaaatg ggtcgcggat ccatgggagce atatggccca
tctocttectg ctteococgeoatc cgttgcagec tcteogtttat cttogcctge agcctegtcet
cgtgtgtctt ccgoctgtatc gtctttagtg tctagocggac ctacgaatgg tgctgetgtt
tctggagctt tgaatagttt agtatctcag attagtgcaa gtaatccagg tttatcggga
tgtgatgctc ttgtgcaggc attattggaa ttagtgtoctg ctcttgtgge aattctttca
tctgeaagta ttggccaagt caacgteage tcoctgttagtce agtcaactca aatgattage
caagctecttt caggc

<210> 16

<211> 2828

<212> ADN

<213> Nephila clavipes

<400> 16
gcttgcttta cctcggcagt gatatttett ttcttagoge agtgtgegtc gacgtacgga

ES 2525095 T3

51

e0

60

120

180

240

300

360

375
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agggggatta

tctttegtga
gatgacataa
aaggccaagyg
gcagaaagca
aacgccttga
ctcatccaga
tactacaggt
gaaacactga
agtggtacag
gttcgaccta
agtagtggac
ggtatcgcac
cctgratcca
ggaagtgaac
cctggtggtyg
ggaggttacyg
ggaggttacg
ggaggttacy
ggaggttacy
ggaggagttg
ggtggtgectrg
ggtggtgcry
agtggrgecg
ggaggagcag
ggtgatgctg
ggtggtgcag
ggtgcotggtyg
attgatggtg
gctggaggtt
ccaggaggag

ccaggaggeg

tagccaactc
gcaatattgt
ttcagagtet
cgaaagcgat
gcggaggcga
tgtctacaac
tgttatctca
cgteteceeo
ccgttacags
gtggatatgce
gtgectoogg
ctagtggaac
ctggtggatc
gcggctcoccta
ctttcggacc
caggtggagce
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggagg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacttcggtgg
gaaccagtgg
gacccggtgg
gtcgtggagy
gagcaggagg
cagatggccce’
cecggaccegyg
taggacctgg

taggacctgg

ES 2525095 T3

cocctttetca
ttctagtgga
catacaggee
gcaggtagcco
tgtgcaacgc
aggcagceca
agaacagatc
cggtggagyga
rggcggatce
accaactgga
tccaagtgge
tcgteccage
caattctggt
cggaccagga
aggagtgget
ctatggacca
agccggacca
agctggacca
agctggacct
aactggacct
agctggacca
tgectggacct
atacggeccect
tgctggacct
tgccggaccc
tgcaggacgt
tgcaggacgt
atccggcgge
gataacaata
tggtgctgga
tggerergyga

tggctccgga

aaccctaaca
gaatttggag
cagagcatgg
cttgcttctt
aaaaccaacg
aacgaagagt
aacgaggtag
ggtggaggac
ggtggagggc
tacgccccaa
agtggaccta
cotaatggty
ggtgctggag
agtacaggtg
ggaggaccat
ggaggtgtag
ggaggttatg
ggaggttacg
ggaggttacg
ggtggatacg
ggaggatatg
ggtggtgctg
ggtggatctg
ggaggtgcgg
ggtggagcag
ggaggagcag
ggtggagcta
acaarcaateyg
tcagaagaat
ccaggaaacg
ccagoaggey

ccaggaggcyg

52

cagcggaage
cccaaggagco
gecaaagggcyg
ctatagcecga
ttatctccaa
tcgtecatga
atacttcagg
aaggaggtcc
aacctocagg
gcggctcagyg
gtggtggatc
caagtggatc
tatccggege
gaacatatgg
acagcccagy
gaactggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggtygg
gacclgglgy
gacttggtgg
gacceyglgy
gregrggtgg
gaggtgctigg
tagaggactt
taacaatcgg
ctggacctgg
taggaccerqy

taggatcrygg

ttttgcacga
cgaagactto
gcatgatacyg
attggttatt
cgotttgaga
agtrcaagac
accagggcag
tgtagttact
tgcaggtect
tgcaggtggc
tcgtectag:o
tagocotggt
aactggagga
acctagtgga
tggagetgga
agccggacca
agccggacca
agctgggcect
agctggacct
aactggacct
tgctggacct
tgetogacet
tgctggacct
agcaggacct
agcaggacaa
tgtaggtcgt
rggagcagga
ggatattaca
tggagcaggc
cegetctgga
rtagerttgga

tggctcecgga

120

1BD

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

900

960

1020

1080

1140

1200

1440

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1320

1980
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caaggaggag
ccaggtggtg
gctggaggaa
ggtgctggté
ggtggacccet
ccctacggge
ggtgtaggac
ggttacggac
ggatacggac
ggtactggac
ggttctggac
ggttctggac
ggcgctggac

ggagctggac

ggaactgg

<210> 17

<211> 2724

<212> ADN

<213> Nephila clavipes
<400> 17

ggaccaggag
ggacctggag
ggaccaggag
ggacctggtg
ggacctggtg
ggacccggcg
ggacctggtg
ggacctggrg
géacctggtg

ggacctggtg

taagacctag

ctggaggace

cttatggacc
gaccctacgg
acggaccagg
cgggaggtgc
ctggtggaag
ccggtggtte
ctggaggttce
ctggtggtre
ctggtggate

ctagcagttt
ccggtggege

gtggtggagc

gtgtaggacc
gttacggacec
gatacyggacc
gatacggacc
gttctggacc
gatacggacc
gttctggacc
getetggace
gtgctggacce

gtgctggacc

ES 2525095 T3

tggcrteccgga
ttacggteoct
tggtggtttc
tccaggtggt
tggtgctggt
cggtggatcec
tggacctgga
tggtccaggt
tggacctggt
tgaatctggt
tggacctggc
tgtacctggce
tggacceggt

tggaagtgtt

tggrggaagt
tggtggttet
tggeggttct
aggcggttet
tggtggatat
tggtggttct
tggcggtttt
cggtggtgct
cggtggaget

tggtggaget

ccaggtggceg
ggtggttccg
ggaggaccceyg
gctggtggac
ggaccctacyg
tacgggctyg
ggttatggac
ggatacggac
ggttctggac
ggatacggac
ggttctggac
ggttctggac
ggtgttggac

ggagctggac

taggaactgyg
gacceggagy
gtggtttcgg
cctacggacce
ggccgggtygg
gtggtgctgy
ccggtggagc
ctyggcggtte
ctggtggata
ctggtggatc
ctggtggata
ctggtggcete
ttggaggtgc

gtggtggage

aggcgtagga
tgcaggaagc
aggacccggt
aggtggtgct
tgctggtgga
cggatcagga
gggaccrgga
tggatctggt
cggacctggt
tggacctggc
cggacctggt
tggacccggt
tggacgtggt

tggacgtggt

ggacctggag
ggtccaggtg
ggacctggtyg
ggacctagtg
ggacctggtg
ggacctggeg
ggacctggeg
ggtcceggtg
ggacctggty

ggacctggtg

53

gttatggacc
gatacggacc
gatacggacc
gatacggacc
gtactggacc
gttctggace
gttctggace
gtgttggacc
gtgctggacc

gtgectggacc

cggtggagct
cggtggttcg
aggcggttct
tggtggatat
tggtggttct
tggtggatac
tggtggatac
cggtggtttt
tggtggtgct

tggtggagct

20490

2100

2160

2220

2280

23460

2400

2460

2520

2580

28640

2700

2760

2820

2828

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ggacctggtg
gcaggcggag
gacttggata
attagtggtg
ggctccggac
ggttctggtc
tctogaccetyg
tcatatggac
ggtgaaggac
ggcccaggtyg
ggtggatcat
cctggaggryg
ggtggaageryg
ggtggagctyg
ggtggttctyg
ggcggtrctg
ggcggtetctg
ggrtggtactg
ggtggttceg
agtggttegy
ggcggtbctg
gotggcgctg
gcaggaggrt
atcaccgaag
gaattaacaa
gggeetggtg
ggacctggty
ggacckggtg
ggaccrgygag
agtggaactt
cctggaagtce

tcgegtgete

gtgctggacc
caggaggtte
ttacaattga
ctggaggttc
caggaggtgt
caggaggcgt
gaggtgcagyg
ctggtggttc
ccggtggtygc
gtgcaggtgg
acggaccggg
aaggaccagg
gacctggaqgqg
gacctggagg
gtccaggtag
gacctagtgg
gaccrggtgg
gacctggtygyg
gacctggegg
gacctggrgy
gacctggtgg
gaggagcagy
caggtggage
acttggatat
ttagtggtge
getctggace
gttctggace
gttacggacc
gttcaggagg
atggttetgyg
ctggaggagc

ccgatatggt

ES 2525095 T3

tggtggaget
aggtggagca
tggcgctgat
cggaccoggt
aggacctgga
aggacctggt
cggagctgga
cggaggaccce
tggcggacee
accctacgga
tggtgetggt
tggtgctggc
ttatggacct
ttacggaccr
atacggaccc
atacggatct
atacggtoct
tactggacct
ttctggacct
atacggacct
atacggaccg
cggagecagga
aggaggttca
tacaatcgat
tggaggttct
aggaggtgta
aggaggcgta
tggaggttct
attttacgga
aggaggatat
ttatggacct

gaatggtata

ggacctggtg
ggaggatccg
ggcccgataa
ggtgctggac
aggctctggac
ggtgctggty
ggacctggtg
ggtggtgctg
tacggacctyg
ccaggtggtg
ggaccatacg
ggaccctatg
ggtggaagtyg
ggtggrtecg
ggtggttccg
ggcggtgcetg
ggaggttctyg
ggtggttctyg
ggcggttctg
agtggttotg
ggtggcrctg
ggttcaggtyg
ggtggagtag
ggcgcagatg
ggacceyggty
ggacctggag
ggttctggtg
ggatcaggay
cetggaggtt
ggtcctggty
ggaagcccrg

atgagtgcta

54

gtygctggtgg
goggtacaac
cgatttcaga
caggaggtgt
caggaggtgt
gaccttacgg
gagcatacgg
geggaccata
gtggtgcagg
aaggtggacc
gaccaggtgg
gaccaggagg
gacctggagg
gtecaggrgg
gaccaggagg
gacctggtgg
gacctggtgg
gacctggegy
gacctggtyy
gacctggegg
gagceggrgg
gagcaggagg
gaggatcceygg
geeoegataac
gtgctyggace
tctectggace
gctctggacce
gcgtaggacc
cagaaggacc
gtgctggagyg
gaggagctta

tgcaaggatc

cgctggagga
aatcatagaa
agaattaaca
agggectggte
aggacctggt
acctggcggt
acctggtgga
cggacctgga
tggaccttac
ctacggacca
acccrtacgga
tgtaggacer
ttatggacct
atacggacee
atacggacct
atacggacct
ttatggacct
atacggacct
atacggacct
atacggtecct
tactggacct
ttcaggtggt
cggtacaaca
gatttcagaa
aggtggtgta
aggaggcgta
aggaggcgta
tggtggttac
ttatggacct
accatatgga
ttatcctage

tggttctaac

660

720

180

840

900

960

1020

1080

1140

1620

1680

17490

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520
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taccaaatgt ttggtaatat gctatcacaa tattcgtctg gttcaggaac atgcaateca

aataatgtta atgttttgat ggatgctttg ttagctgctt tgcactgtct aagtaaccac

ggatcatcat cttttgcacce ttctcrcaact ccggctgceta tgagbgogta ttcectaarttcet

<210> 18

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 18
gatcgaggag gatccatggg acgaattcac ggctaatgaa agcttactge ac 52

<210> 19

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 19
agctgtgcag taagctttca ttagccgtga attcgtceca tggatectec tc 52

<210> 20

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 20
tccgtacgge tcaggtgeta gogocgcage ggcagogget ggtggotacg gteogggetce

taggcecagecag gg

<210> 21

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 21
ctgctggcoca gagcccggac cgtagccacc agccgctgece gotgoggege tagcacctgg

geccgtacgga cc

<210> 22

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

55

60

72

50

72

2580

2640

2700
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<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 22
tccgggecag cagggeccgg gtcaacaggg tectggecag caaggtcegg gecagecaggg 60

<210> 23

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 23
ctgctggece ggaccttget ggeccaggacc ctgttgacce gggeectgcet ggeecggace 60

<210> 24

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 24
ttctagcgeg geotgragocg cggoagetge gtoeggcceg ggtggetacg gtocggaaaa

ccagggrcoca tctggeocegyg gtguctacgg toetggeggt cogyg

<210> 25

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 25
cggaccgcca ggaccgtage caccegggce agatggacco tggttrtocyg gaccgtagec

acccgggocyg gacgcagcotyg ccgeggetge agocgegota gaace

<210> 26

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador

<400> 26
gaaaaaccat gggtgcggct tctgcagctg tatctg 36

<210> 27

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador

56
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105

50

105
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<400> 27
gaaaagaagc tttcattagc cagcaagggc ttgagctaca gattg 45

<210> 28

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador

<400> 28
gaaaaaccat gggagcatat ggcccatctc cttc 34

<210> 29

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador

<400> 29
gaaaagaagc tttcattagc ctgaaagagc ttggctaatc atttg 45

<210> 30

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> etiqueta T7

<400> 30
Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg

1 5 10

<210> 31

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FlagN-NR
<400> 31

57
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Gly

Asn

Glu

Gln

Ser

65

Glu

Gly.

Proc

Ser

Ser

145

Gly

Glu

Ala

Phe

Ile

50

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

130

Gly

Ile

Ser

Leu

Val

35

AsSn

Ser

Leu

Gly

Gly

115

Ser

Thr

Ala

Ser

Arg

20

His

Glu

Gly

Thr

Pro

100

Ser

Gly

Arg

Pro

Gly

Asn

Glu

vVal

Gly

Val

85

Ser

Gly

Pro

Pro

Gly
165

Gly

Ala

Val

AEp

Gly

70

Thr

Gly

Ala

Ser

Ser

150

Gly

ASp
Leu
Gln
Thr
5%

Gly
Val
Thr
Gly
Gly
135

Pro

Ser

ES 2525095 T3

Val

Met

Asp

40

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

120

Gly

Asn

Asn

Gln

Ser

25

Leu

Gly

Gly

Gly

185

Val

Ser

Ser

Arg

10

Thr

Ile

Pro

Gln

Ser

90

Tyr

Arg

Arg

Ala

Gly
170

58

Lys

Thr

Gln

Gly

Gly

75

Gly

Ala

Pro

Pro

Ser

155

Gly

Thr

Gly

Met

Gln

60

Gly

Gly

Pro

Ser

Ser

140

Gly

Ala

Asn

Ser

Leu

45

Tyr

Pro

Gly

Thr

Ala

125

Ser

Ser

Gly

val

Pro

30

Ser

Tyxr

Val

Gln

Gly

110

Ser

Ser

Ser

val

Ile
15

Asn

Gln

vVal

Pro

85

Tyr

Gly

Bro

Ser
175

Ser

Glu

Glu

Ser

Thr

80O

Ser

Ala

Pro

Pro

Gly

160

Gly
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<210>
<211>
<212>

ES 2525095 T3

Ala Thr Gly Gly Pro ARla Ser Ser Gly Ser Tyr Gly Pro Gly Ser Thr
185

Gly Gly Thr Tyr Gly Pro Ser
165

Val Ala Gly Gly Pro Tyr Ser

210

32
648
ADN

180

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

FlagN-NR

32
ggcgaaagca
aacgecttga
ctcatccaga
tactacaggt
gaaacactga
agtggtacag
gttcgaccta
agtagtggac
ggtatcgcac
cctacatcea

ggaagtgaac

33
93
PRT

gcggaggcga
tgtctacaac
tgttatctca
cgtettetLe
ccgttacagt
gtggatatgce
gtgectecgy
ctagtggaac
ctggtggatc
gcggectccta

ctetoggace

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

FlagC-NR
33

Gly
200

Pro
215

tgtgcaacgce
aggcagccca
agaacagatc
cggtggagga
tggcggatce
accaactgga
tccaagtggt
tcgtcoecage
caattctyggt

cggaccagga

aggagtgget

aaaaccaacyg
aacgaagagt
aacgaggtag
ggtggaggac
ggtggagggce
tacgccccaa
agtggaccta
cctaatggtg
ggrgetyggag
agtacaggty

ggaggacecat

59

190

205

ttatcteccaa
tcgtccatga
atacttcagg
aaggaggtce
aaccttecagy
gcggctcagg
gtggtggatc
caagtggatc
tatccggege
gaacatatgg

acagecca

Gly Ser Glu Pro Phe Gly Pro Gly

cgctttgaga
agttcaagac
accagggcag
tgtagttact
tgcaggtect
tgcaggtggce
tcgtectagt
tagccctggt
aactggagga

acctagtgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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Gly Ala Tyr Tyr Pro Ser Ser
1 5
Met Ser ARla Met Gln Gly Ser
20
Met Leu Ser Gln Tyr Ser Ser
a5
val Asn Val Leu Met Asp Ala
50 55
Asn His Gly Ser Ser Ser Phe
65 70
Ser Ala Tyr Ser Asn Ser Val
85

<210> 34

<211> 279

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FlagC-NR

<400> 34
ggtgcttatt atcctagcote gogtgttcce
caaggatctyg gttttaacta ccaaatgttt
tcaggaacat gcaatccaaa taatgttaat
cactgtctaa gtaaccacgg atcatcatct
agtgcecgtatt ctaattctgt aggaagaatg

<210> 35

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mobdulo K

<400> 35

Arg Val

Phe
25

Gly

Gly Ser

40

Leu Leu

Ala Pro

Gly Arg

gatatggtga
ggtaatatge
gttttgatgg
tttgcacctt

ttcgettat

60

Pro Met Val Asn

10

Asp

Phe
30

Asn Tyr Gln Met

Thr Asn Pro

45

Gly Cys

Ala Ala Leu His

60

Cys

Pro Thry Proc Ala

75

Ser

Met Phe Ala

90

Tyr

atggtataat gagtgctatg

tatcacaata ttegtetggt
atgctttgtt agctgctttg

ctccaactce ggetgcetatg

Gly Ile

15

Gly Asn

Asn Asn

Leu Ser

Ala Met

80

€0
120
180
240

279
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Gly Pro Gly Gly Ala Gly Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gly Ala Gly Gly
1 5 i0 1s

Pro Tyr Gly Pro Gly Gly Ala Gly Gly Pro Tyr
20 25

<210> 36

<211>81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mdbdulo K

<400> 36
ggtccgggceg gtgcoctggegg tocgtacgdgce cetggtggoeg caggbgggos atatggtoceg &0

ggcggtgegg geggteegta c© g1

<210> 37

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mddulo sp

<400> 37

Gly Gly Thr Thr Tle Ile Glu Asp Leu Asp Ile Thr Ile Asp Gly Ala
1 5 10 15

Asp Gly Pro Ile Thr Ile Ser Glu Glu Leu Thr Ile
20 25

<210> 38

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mddulo sp

<400> 38

ggtggcacca ccatcattga agatctggac atcactattg atggtgcecgga cggcccgatco 60

acgatctctyg aagagctgac Ccatc 84

<210> 39

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mabdulo X
<400> 39

61
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Gly Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ser Gly Gly Ala Gly

1 5 10

Gly ser

<210> 40

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mdbdulo X

<400> 40
ggtggegctg gtggegeegg tggegeaggt ggctetggeg gtgegggegg tice 54

<210> 41

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mbdulo Y

<400> 41

Gly Pro Gly Gly Ala Gly Pro Gly Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Pro Gly Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Ser Gly Pro Gly Gly Tyr
20 25 3¢

<210> 42

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mobdulo Y

<400> 42

ggtcogggeg gtgegggcce aggtggctat ggtcegggeg grttotgggeo gggtggotac
ggtcctyggeyg gttecggeoce gggtggotac

<210> 43

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR

<400> 43
gaaaaaccat gggcgaaagc agcggaggceg at 32

62

i5

60

90



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2525095 T3

<210> 44

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR

<400> 44
gaaaagaagc tttcattagc ctgggctgta tggtcc 36

<210> 45

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR

<400> 45
gaaaaaccat gggtgcttat tatcctagct cgc 33

<210> 46

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR

<400> 46
gaaaagaagc tttcattagc cataagcgaa cattcttcct ac 42

<210> 47

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 47
tcecgggeggt gogggeccag gtggctatgg tccgggeggt totgggecgy gtggctacgg

tcotggcggt tccggocegg gtggctacgg

<210> 48

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 48
gtagccacecce gggocggaac cgccaggacc gtagccaccc ggcccagaac cgcccggace

atagccacct gggccogeac ©gcccyggace

<210>49
<211> 84

63

60

90

60

90
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 49
tggcaccace atcattgaag atctggacat cactattgat ggtgcggacyg gocegatcac

gatctctgaa gagctgacca tegg

<210> 50

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 50
gatggtcagc tcttcagaga tcgtgatcgg gocgtccgca ccatcaatag tgatgtccag

atcttcaatg atggtggtgc cacc

<210> 51

<211>81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 51
tcegggcggt gotggoggtc cgtacggece tggbggogea ggtgggocat atggtcocggg

€ggtgcggge ggtcegracg g

<210> 52

<211>81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 52
gtacggaccg cccgcaccgo ccggaccata tggcoccacct gecgeccaccag ggccgtacgg

accgccagca ccgoccggac ¢

<210> 53

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 53
tggcgcetggt ggegecggty gegeaggtgg ctetggeggt gegggeggtt cegg 54

64

60

B4

60

84

60

81

60

81
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<210> 54

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético.

<400> 54
ggaaccgccc gecaccgecag agecacctge gecaccggeg ccaccagege cacce 54

<210> 55

<211> 3238

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de clonacion pAZL

<400> 55

tgtcgagaag
tttaaaaaac
tgttaacttyg
cacaaataaa
atctratecat
aaatctagtt
ccagttccca
cctcccagtt
tttaatcaaa
tgtcacagaa
tatcaacgct
gcgeggcggy
ccgotecttt
ctctaaatcg

aaaaacttga

tactagagga
ctcccacacce
ttcaccgcag
gcattbtttt
gtctggatct
ccaaactatt
tctattbtge
cccaactatt
catcctgcea
tgaaaatttt
tatttgeage
tgtggtggtt
cgetttctte
ggggcteect

ttagggtgat

tcataatcag
tceccectgaa
cttataatgg
cactgcattc
gatcactgcet
ttgtcatttt
cactcttﬁcc
ttgtcecgece
actccatgtg
tctgtcatct
ctgaatggeyg
acgcgcagceyg
cetrecttte
ttagggttecc

ggttcacgta

ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tgagcctagg
taattttcgt
taaataatcc
acagcggggc
acaaaccgtc
cctcocgttatt
aatgggacge
tgaccgcﬁac
tcgeocacgtt
gatttagtgc

gtgggccatc

65

tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
agatccgaac
attagcttac
ttaaaaactc
atttttcttc
atcttcgget
aatgtttgta
gcectgtage
acttgccage
cgccggcttt
tttacggecac

gccctgatag

Ltttacttge
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
cagataagtg
gacgctacac
catttccacc
ctgttatgtt
actttttctce
attgactgaa
ggegeattas
gccectagege
ccocgtcaag
ctcgacccca

acggttttbte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

el
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gceccetttgac
cactcaacce
attggttaaa
cgrctacaat
ttttctaaat
aataatattg
ttrtttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcyg
ctggcgaact
aagtrgcagg
ctggagccgyg
cectecegrat
gacagatcgc
actcatactat
agatcetttt
cgtcagaccc
ctctgcotgete
agctaccaac
tccttctagt
acctcgctcet
cecgggttgga
gttcecgtgcac
gtgagcattg
gcggoagggu

tttatagtce

gttggagtcc
tatctcggtce
aaatgagetg
ttcaggtggc
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgectt
tcagttgggt
gagtttcege
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
toctgacaacy
tgtaactecge
tgacaccacyg
acttactcta
accactticetyg
tgagegtggyg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
terttttoecyg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcc
cggaacagga

tgtcgggttt
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acgttcttta
tattcttttyg
atttaacaaa
acttttcggg
atgtatccge
agtatgagta
cocrygrLLLtny
geacgagtgg
cccgaagaac
tccocgtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatecgtt
atgcctgtag
gctbececcgge
cgcceggece
tctcgeggta
tacacgacgg
gcctecactga
gatttaaaac
atga&caaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacce
ttaccagtgyg
tagttaccqg
ttggagcgaa
acgctteceg
gagcgcacga

cgccacctot

atagtggact
atttataagy
aatttaacgc
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgcegggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttcoggctygy
tcattgcagc
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattccta
tceccttaacy
cttetigaga
taccagcggt
gcttoagcag
acttcaagaa
ctgctgeccag
afaaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcrtee

gacttgagcg
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cttgttccaa
gattttgccg
gaattttaac
cggaaccoct
ataaccctga
ccgtgtegee
aacgcLggtg
actggatcte
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgcgc
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagy
tgagttttcg
tcettotitt
ggttrgtttg
agcgcagata
cbctgtagea
tggcgataag
geggteggge
cgaactgaga
ggcggacagg

agggggaaac

tcgattbttyg

actggaacaa
atttcggect
aaaatattaa
atttgtetatc
taaatgcttce
cttattcecot
aaagtaaaag
aacagcggta
titaaagttc
ggtogeegca
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
getgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
craaatacty
cegectacat
tcgtgtctta
tgaacygygg
tacctacage
tatccggtaa
gocerggtate

tgatgctegt

960

1020

1080

11490

1z20Q

1260

1320

1380

1680

1740

1800

1360

19220

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2349

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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cagggggycy

tttgctggec
gtattaccgc
agtcagtgag
geggtattte
taaatggatg

tagatcgagg

gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaagcg
acaccgeaga
ccctgegtaa

aggatccatg
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aaaaacgcca
atgttcttec
gctgataccey
gaagagcgcc
ccagccgogt
gcgggtgtygyg

ggacgaattc

gcaacgcggc
ctgecgttatc
ctecgeegeay
tgatgcggta
aacctggcaa
gcggacaata

acggctaatg
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ctttttacqgg
ccctgattcot
ccgaacgacc
ttotcteett
aatcggttac
aagtcttaaa

agaagcttace

ttcectggoct
gtggataacc
gagcgcagceg
acgcatctgt
ggttgagtaa
ctgaacaaaa

gcacagct

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3238
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1. Una proteina recombinante de seda de arafia que comprende una o mas secuencias de proteinas de seda de

arafia repetitivas sintéticas,

(a) en donde la secuencia repetitiva sintética comprende entre 5 a 50 unidades de repeticion, y en donde una
unidad de repeticién consiste de la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 5 o variantes de esta,
0
(b) en donde la secuencia repetitiva sintética comprende entre 10 a 50 unidades de repeticién, y en donde una
unidad de repeticion consiste de la secuencia de aminoéacidos de la sec. con nim. de ident.: 3 o variantes de esta
y se combina con una unidad de repeticién que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 4 o variantes de esta,
en donde las variantes en cada caso tienen una sustitucion de amino&cido, deleciones de aminoacido y/o
inserciones de aminoacido, en donde la sustitucién de aminoéacidos consiste en 1 sustitucién de aminoacido, las
deleciones de aminoéacido consisten en entre 1 a 2 deleciones de aminoacido y/o las inserciones de aminoéacido
consisten en entre 1 a 2 inserciones de amino&cido.

La proteina recombinante de seda de arafia de la reivindicacion 1, en donde la proteina recombinante de seda de
arafia comprende adicionalmente una 0 mas secuencias de proteina de seda de arafia repetitivas no auténticas, y
en donde

() la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia no repetitiva auténtica es la sec. con nim. de
ident.: 14 o una variante de esta, que codifica la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 10 con
una sustitucion de aminoécido, deleciones de aminoacidos y/o inserciones de aminoacidos, en donde la
sustitucion de aminoacidos consiste en 1 sustitucién de aminoéacido, las deleciones de aminoacidos consisten
en entre 1 a 2 deleciones de aminoéacidos y/o las inserciones de aminoacidos consisten en entre 1 a 2
inserciones de aminoacidos,

(i) la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia no repetitiva auténtica es la sec. con nim. de
ident.: 15 o una variante de esta, que codifica la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 11 con
una sustitucién de aminoécido, deleciones de aminoéacidos y/o inserciones de aminoacidos, en donde la
sustitucion de aminodcidos consiste en 1 sustitucion de amino&cido, las deleciones de aminoéacidos consisten
en entre 1 a 2 deleciones de aminoéacidos y/o las inserciones de aminoacidos consisten en entre 1 a 2
inserciones de aminoacidos,

(iii) la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia no repetitiva auténtica es la sec. con nium. de
ident.: 32 o0 una variante de esta, que codifica la secuencia de amino&cidos de sec. con nim. de ident.: 31 con
una sustitucion de aminoécido, deleciones de aminoacidos y/o inserciones de aminoacidos, en donde la
sustitucion de aminoécidos consiste en 1 sustitucion de amino&cido, las deleciones de aminoéacidos consisten
en entre 1 a 2 deleciones de aminoé&cidos y/o las inserciones de aminoécidos consisten en entre 1 a 2
inserciones de aminoacidos, o

(iv) la secuencia de &cido nucleico que codifica la secuencia no repetitiva auténtica es la sec. con nium. de
ident.: 34 o una variante de esta, que codifica la secuencia de amino&cidos de sec. con nim. de ident.: 33 con
una sustitucién de aminoécido, deleciones de aminoéacidos y/o inserciones de aminoacidos, en donde la
sustitucion de aminoécidos consiste en 1 sustitucion de amino&cido, las deleciones de aminoécidos consisten
en entre 1 a 2 deleciones de aminoé&cidos y/o las inserciones de aminoécidos consisten en entre 1 a 2
inserciones de aminoacidos.

La proteina recombinante de seda de arafia de una o mas de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la secuencia
repetitiva sintética es (AQ)12 0 (AQ)24, Y en donde A representa la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de
ident.: 3y Q representa la secuencia de aminoacidos de la sec. con nium. de ident.: 4.

La proteina recombinante de seda de arafia de una o mas de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la secuencia
repetitiva sintética es Cis 0 C3z, ¥ en donde C representa la secuencia de aminoéacidos de la sec. con nim. de
ident.: 5.

La proteina recombinante de seda de arafia de una o més de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las proteinas
recombinantes de la seda de arafia completas comprenden la férmula (AQ)12NR3, (AQ)24NR3, C1sNR4, C32NR4,
(AQ)12, (AQ)24, C16 0 C32, y en donde A representa la secuencia de aminoéacidos de la sec. con nim. de ident.: 3, Q
representa la secuencia de aminoacidos de la sec. con ndm. de ident.: 4, C representa la secuencia de
aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 5, NR3 representa la secuencia de aminoéacidos de la sec. con nim. de
ident.: 10 y NR4 representa la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 11.
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Una secuencia de &cido nucleico, que codifica una proteina recombinante de seda de arafia de una o0 mas de las
reivindicaciones 1 a 5.

Un vector, que comprende la secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 6.

El vector de la reivindicacién 7, que es un vector de clonacidon que tiene una secuencia de acido nucleico de
acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 55.

El vector de la reivindicacion 7, que comprende ademas una 0 mas secuencias reguladoras, en donde el vector es
un vector de expresion..

El vector de las reivindicaciones 7 a 9, que es un plasmido o un vector viral.

El vector de la reivindicacion 10, en donde el vector es un sistema de baculovirus o un sistema de vector del virus
vaccinia.

Un huésped no humano, que ha sido transformado con el vector de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11.
El huésped de la reivindicacion 12, que es una célula procariota preferentemente E. coli o Bacillus subtilis.

El huésped de la reivindicaciéon 12, que es una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, célula
vegetal, célula de levadura o una célula de insecto.

El huésped de la reivindicacion 14, en donde la célula de mamifero es una célula CHO, COS, Hela, 293T, HEH o
BHK, o en donde la célula de levadura se selecciona de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Pichia pastoris, Candida albicans, y Hansenula polymorpha.

El huésped de la reivindicacion 14, en donde la célula de insecto es seleccionada de células de insecto
Lepidoptera, preferentemente de Spodoptera frugiperda y de Trichoplusia ni, preferentemente es una célula Sf9,
Sf21 o high-5.

El huésped de la reivindicacion 14, en donde la célula vegetal se deriva de tabaco, papa, maiz, chicharo y tomate.
Un método de agregacion de proteinas de seda de arafia, que comprende las siguientes etapas:

a) preparar una solucion de proteina que contiene proteinas de seda de arafia no orientadas como se define en
una o mas de las reivindicaciones 1 a 5;

b) exponer la solucién preparada en a) a un inductor de de agregacion; y

c) recuperar las proteinas de seda de arafia precipitadas.

El método de la reivindicacion 18, en donde las proteinas de seda de arafia usadas en la etapa a) se producen por
transformacion de un huésped adecuado de una o mas de las reivindicaciones 12 a 17 con un vector de la
reivindicacion 7 a 11 o un &cido nucleico de la reivindicacion 6, y expresar la proteina de seda de arafia bajo
condiciones adecuadas.

El método de las reivindicaciones 18 o 19, en donde el inductor de de agregacion es seleccionado de acidificacion,
preferentemente a un pH de aproximadamente 1, fosfato de potasio y tensiébn mecanica, preferentemente al rotar la
solucién de proteina y aplicar fuerzas de cizalla y/o que comprende ademas la etapa de hilar dichas proteinas
proporcionadas en la etapa a) o recuperadas en la etapa c) en filamentos, nanofibras e hilos por un método
adecuado o formar una pelicula.

Uso de las proteinas/hilos tal como se define en una 0 més de las reivindicaciones precedentes en el campo de la
biotecnologia o la medicina para la fabricacion de sistemas de cierre o de cobertura de la herida, preferentemente
para la fabricacién de materiales de sutura, que estan destinados con mayor preferencia para usar en neurocirugia
o cirugia oftalmica.

Uso de las proteinas/hilos tal como se define en una o més de las reivindicaciones precedentes para la fabricacion
de materiales de materiales de reemplazo, preferentemente materiales de cartilago o tenddn artificiales.
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Uso de las proteinas/hilos tal como se define en una o mas de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacion de piezas
de automoviles y aviones.

Sistemas de cierre o de cobertura de heridas, materiales de sutura, materiales de reemplazo, preferentemente
cartilago artificial, materiales de tenddn, partes o piezas de automdviles usados en la construccién de aviones, que
comprenden una proteina de una o mas de las reivindicaciones 1 a 5 o que se obtienen por un método de una o
mas de las reivindicaciones 18-20.

Un producto de papel, o un producto de textil o cuero, que comprende una proteina recombinante de seda de arafia
de una o0 mas de las reivindicaciones 1 a 5.

El producto de textil o cuero de la reivindicacién 25, en donde la proteina recombinante de seda de arafia esta
presente como un recubrimiento.

Un gel o una espuma que comprende o que consiste en una proteina de una o mas de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde el gel comprende o consiste preferentemente en proteinas basadas en (AQ)12NR3, (AQ)22NR3, C1sNR4,
C32NR4, (AQ)12, (AQ)24, C16 0 Cao.

Recubrimiento para los implantes y endoprotesis que comprenden o que consisten en una proteina de una o0 mas
de las reivindicaciones 1 a 5.

Una esfera, hilo o fibra, que comprende una proteina/hilo de una o mas de las reivindicaciones 1 a 5 y una fibra
adicional, la fibra no es de origen de arafia y preferentemente es una fibra derivada de planta o una fibra sintética.

Una pelicula que comprende o que consiste en una proteina de una o mas de las reivindicaciones 1 a 5 o que se
basa en (AQ)12NR3, (AQ)22NR3, C16NR4, C3:NR4, (AQ)12, (AQ)24, Cis 0 C32 y que comprende o consiste en
preferentemente proteinas basadas en (AQ)24NR3 0 Cgs.

La pelicula de la reivindicacion 30, en donde la superficie de la pelicula se modifica por las moléculas organicas
pequefias o macromoléculas bioldgicas, por ejemplo proteinas, fluoresceina o B-galactosidasa.
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Figura 4
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Figura 7: Formas de ensamblaje de proteinas de la seda de arafia. (A) Esferas formadas por
C1sNE4 visualizadas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). (B) Nanofibrillas
formadas por CysNE4 visualizadas mediante microscopia de firerza atémica (informacion de altura).
(C, Dy Microfibrilla formada por (AQ)NE3 investigada mediante SEM (C). Para el corte de la
fibrilla v 1a posterior visualizacién de 1a seccidn transversal se 115 un haz de iones Ga~ enfocado
(D). (E) Espuma generada a partir de una solucién de (AQ)..NE3. (F) Espuma generada a partir de
una selucion de Ch B4, (G) Gel reticulado formado por nanofibrillas de CpNEA.
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