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DESCRIPCION
Proteinas repetitivas sintéticas, su produccién y su uso
La presente invencion se refiere a nuevas proteinas repetitivas sintéticas asi como a su produccion y su uso.
Estado de la técnica

El documento WO 2004/104043 describe bioelastdmeros sintéticos que estan derivados de la secuencia repetitiva
de la resilina asi como a su uso. Se describen también moléculas hibridas que estan compuestas de secuencias de
resilina asi como de secuencias de otras proteinas tales como, por ejemplo, seda de arafa.

El documento W02007/014755 describe proteinas repetitivas que contienen unidades de repeticion que estan
derivadas de proteinas de seda de arafa.

Las propiedades de diferentes proteinas repetitivas estan descritas en la bibliografia. Por ejemplo, las resilinas son
conocidas por sus buenas propiedades elasticas y la elevada proporcion de energia almacenada elasticamente
(resiliencia) (Gosline y col., Philosophical Transactions of the Royal Society of London - Series B: Biological Science,
357(1418): 121: 32, 2002). Las sedas de arafia son conocidas, entre otras cosas, por su elevada resistencia a la
traccion y tenacidad (Gosline y col.; J Exp Biol.; 202(Pt 23): 3295-303 (1999)).

Descripcidn de la invencion

Se describe una proteina repetitiva con unidades de repeticion que contiene la secuencia consenso (l)
X1 X2X3XaSXsXs Y G,
siendo

X1G,Y,AoN
X2G, L, Q
XsR,K, ToP
X4P,A, TOS
XsD, ToS
XeS,QoTy

la secuencia consenso (Il)
21 Z3 (Z3A)nZa Zs Zs,
siendo

Z1S,Q,N, ToG

Z, ningun aminoacido o A

Z3 AoG

Z4 ningun aminoacido, Ao S
Z5G,S,Q,NoT

ZsG,P,S,Q,NoT

n un nimero entero natural con 2 < n < 12.

Las proteinas repetitivas estan caracterizadas por que al menos el 60 %, preferentemente al menos el 80 % de su
secuencia de aminoacidos esta compuesta de unidades de repeticion.

Una unidad de repeticion es una secuencia de aminoacidos con una longitud de 7-100, preferentemente 12 - 60 v,
de forma particularmente preferente, 15 - 40 aminoacidos que aparece dentro de una proteina varias veces como
secuencia idéntica o como variacién con una identidad del 70 %, preferentemente al menos el 80 % y, de forma
particularmente preferente, al menos el 90 %. Las proteinas repetitivas pueden contener copias idénticas o
variaciones de una Unica o varias secuencias de aminoacidos diferentes.

Las unidades de repeticion pueden estar unidas mediante engarces que contienen preferentemente de 1 a 30
aminoacidos, de forma particularmente preferente de 1 a 20 aminoacidos. La secuencia de aminoacidos de un
engarce puede estar derivada de otras proteinas, preferentemente proteinas estructurales o no poseer ningun
modelo natural o estar completamente ausente.

Pueden estar unidas unas a otras una cantidad discrecional de unidades de repeticiéon, preferentemente 1-100, de
forma particularmente preferente 10-65 y mucho mas preferentemente 15-35.

La expresién secuencia consenso, tal como se usa en el presente documento, indica una secuencia de aminoacidos
que contiene aminoacidos que aparecen frecuentemente en una posicion determinada, no determinandose con
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mayor detalle otros aminoacidos, sino sustituyéndose por €l espaciador X en lugar del cédigo de una letra usado
habitualmente para aminoacidos. El experto conoce el codigo de una letra para los aminoacidos que se usa en el
presente documento.

En un aspecto, la proporcién de la cantidad de las secuencias consenso () en relacién con la cantidad de las
secuencias consenso (II) dentro del 60 %, preferentemente al menos el 80 % de las unidades de repeticion de la
proteina repetitiva es menor de cinco y mayor de dos.

En un aspecto, la proporciéon de la cantidad de las secuencias consenso () en relacién con la cantidad de las
secuencias consenso (II) dentro del 60 %, preferentemente al menos el 80 % de las unidades de repeticion de la
proteina repetitiva es igual a o menor de dos y mayor de uno, preferentemente igual a dos.

En un aspecto, la proporcién de la cantidad de las secuencias consenso () en relacién con la cantidad de las
secuencias consenso (II) dentro del 60 %, preferentemente al menos el 80 % de las unidades de repeticion de la
proteina repetitiva es igual a o menor de uno, preferentemente igual a uno.

En un aspecto, el 60 %, preferentemente al menos el 80 % de las unidades de repeticion de la proteina repetitiva
contiene la secuencia parcial GGRPSDTYG o GGRPSSSYG.

En un aspecto, al menos el 60 %, preferentemente al menos el 80 % de las unidades de repeticion de las proteinas
de acuerdo con la invencién contiene los motivos de secuencia An o (GA)n con A = alanina, G = glicina,n=2-12, m
= 2-10, preferentemente n = 5- 10, m = 4 - 8 y, de forma particularmente preferente, n =7 - 9, m = 6-7.

Las proteinas repetitivas de acuerdo con la presente invencién contienen las unidades de repeticion PGS-
SAAAAAAAASGPGQGQGQGQGQGGRPSDTYG 0 SAAAAAAAAGPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSSSYG.

En otro aspecto, la proteina repetitiva de acuerdo con la invencién contiene en el extremo amino o en el extremo
carboxi una secuencia peptidica de 4-30 y, de forma particularmente preferente, 5-15 aminoacidos de longitud que
sirve para la deteccién de la proteina mediante inmunotransferencia o para la purificacion de la proteina mediante
cromatografia de afinidad. Son ejemplos no limitantes de tales secuencias peptidicas etiqueta de His 6 x (HHHHHH),
etiqueta T7 (MASMTGGQQMG), etiqueta S (KETAAAKFERQHMDS), etiqueta c-Myc (EQKLISEEDL), etiqueta Strep
(WSHPQFEK) o etiqueta HA (YPYDVPDYA) (Terpe; Appl Microbiol Biotechnol; 60(5): 523-33 (2003)). Entre la
proteina de acuerdo con la invencién y la secuencia peptidica adicional pueden estar incluidas secuencias de
aminoacidos que posibilitan la escisiéon quimica o enzimatica de la secuencia peptidica.

En otra realizacion, la secuencia de aminoacidos de la proteina repetitiva se corresponde con la SEC ID N° 2 o
partes de esta secuencia.

En otra realizacion, la secuencia de aminoacidos de la proteina repetitiva se corresponde con la SEC ID N° 4 o
partes de esta secuencia.

Las proteinas repetitivas de acuerdo con la invencién presentan nuevas propiedades sorprendentes. Estas nuevas
propiedades se refieren, por ejemplo, a la estabilidad de soluciones proteicas acuosas y las propiedades de
ensamblaje. Ademas, se ha constatado que las nuevas proteinas repetitivas otorgan propiedades ventajosas a
composiciones cosméticas o dermatoldgicas, en particular pueden mejorar el efecto hidratante o suavizante. Las
nuevas proteinas repetitivas se comportan, por lo demas, como buenos formadores de pelicula y poseen, sobre
todo, una reducida densidad superficial.

Por tanto, la presente invencién se refiere también al uso de nuevas proteinas repetitivas monoméricas o
ensambladas en la cosmética, en la alimentacién humana y animal para la formulacion de sustancias, para el
acabado de papel, cuero y materiales textiles y para el revestimiento de superficies.

La produccion de proteinas repetitivas se puede realizar mediante expresion de secuencias génicas naturales que
se han modificado mediante biologia molecular para obtener la estructura de acuerdo con la invencion. El experto
conoce procedimientos para el aislamiento y la modificacion de secuencias génicas naturales.

Preferentemente se realiza la produccion de las proteinas repetitivas mediante expresion de secuencias génicas
producidas sintéticamente. Esta descrita una posibilidad para la producciéon de secuencias génicas sintéticas en
Huemmerich y col., Biochemistry. 43(42): 13604-12, (2004).

Otro objeto de la invencion se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas que se han descrito
anteriormente. Son secuencias de acido nucleico preferentes la SEC ID N°: 1 y la SEC ID N°: 3.

Otro objeto de la invencion se refiere a vectores de expresion que contienen las secuencias de acido nucleico que se
han mencionado anteriormente. La expresion vector de expresion indica, en general, un elemento genético que se
puede introducir en un organismo huésped y que posibilita alli la expresion de una secuencia de nucledtidos
deseada. Son ejemplos de vectores de expresion plasmidos, fagos o virus. Preferentemente, los vectores de
expresion contienen elementos de regulacion tales como promotores o potenciadores, la secuencia de nucleétidos
codificante correspondiente, iniciadores y terminadores de la transcripcion asi como elementos que posibilitan la
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multiplicacion del vector.

Los sistemas de expresion para proteinas son bien conocidos y se han descrito en Sambrook y col.: Molecular
cloning: A Laboratory Manual; 3% Ed. Cold Spring Harbour Laboratory Press; Cold Spring Harbour (2001). Son
ejemplos no limitantes de organismos de expresion procariotas Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Corynebacterium glutamicum y otros. Son ejemplos no limitantes de organismos de expresion
eucariotas levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris entre otros, hongos filamentosos, tales
como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus nidulans, Trichoderma reesei, Acremonium chrysogenum
entre otros, células de mamifero tales como células Hela, células COS, células CHO entre otras, células de insecto,
tales como células Sf9, células MEL entre otras, plantas o células vegetales tales como Solanum tuberosum,
Nicotiana, entre otras.

Otro objeto de la invencion se refiere al ensamblaje de las proteinas repetitivas hasta dar microperlas de proteinas,
nanofibrillas, geles y peliculas.

Las microperlas de proteina se pueden producir preferentemente mediante el procedimiento descrito a continuacion:

La proteina repetitiva se disuelve en un primer disolvente. Como disolventes se pueden usar, por ejemplo,
soluciones salinas acuosas. En particular son adecuadas soluciones salinas altamente concentradas con una
concentracion mayor de 2, en particular mayor de 4 y, de forma particularmente preferente, mayor de 5 molar, cuyos
iones presentan propiedades caotrépicas mas intensamente marcadas que los iones sodio y cloro. Un ejemplo de
una solucién salina de este tipo es tiocianato de guanidinio 6 M o bromuro de litio 9 M. Ademas se pueden usar
disolventes organicos para disolver las proteinas repetitivas. Son adecuados en particular alcoholes fluorados o
hidrocarburos ciclicos. Son ejemplos de esto hexafluoroisopropanol y ciclohexano. La produccién de las microperlas
de proteina se puede realizar en los disolventes descritos. Como alternativa, este disolvente se puede sustituir por
otro disolvente, por ejemplo, soluciones salinas de baja concentraciéon (c < 0,5 M) mediante dialisis o dilucién. La
concentracion final de la proteina disuelta deberia encontrarse entre 0,1 - 100 mg/ml. La temperatura a la que se
lleva a cabo el procedimiento asciende habitualmente a 0 - 80, preferentemente 5 - 50 y, de forma particularmente
preferente, a 10 - 40 °C.

En caso del uso de soluciones acuosas, las mismas pueden estar mezcladas también con un tampoén,
preferentemente en el intervalo de pH 4-10, de forma particularmente preferente de 5 a 9, de forma muy
particularmente preferente de 6 a 8,5. Mediante adiciéon de un aditivo se induce una separacion de fases. A este
respecto se produce una fase rica en proteinas emulsionada en la mezcla de disolvente y aditivo. A causa de efectos
superficiales, las gotas ricas en proteinas emulsionadas adoptan una forma redonda. Mediante la seleccion del
disolvente, del aditivo y de la concentracion de proteinas se puede ajustar el diametro medio de las microperlas de
proteinas a valores entre 0,1 pm y 50 um.

Como aditivo se pueden usar todas las sustancias que, por un lado, sean miscibles con el primer disolvente y, por
otro lado, induzcan la formacion de una fase rica en proteinas. Si se lleva a cabo la formaciéon de microperlas en
disolventes organicos, para esto son adecuadas sustancias organicas que presentan una menor polaridad que el
disolvente, por ejemplo, tolueno. En soluciones acuosas se pueden usar como aditivos sales, cuyos iones presentan
propiedades cosmotrépicas mas intensamente marcadas que los iones sodio y cloro (por ejemplo, sulfato de
amonio; fosfato de potasio). La concentracion final del aditivo deberia ascender, dependiendo del tipo del aditivo, a
entre el 1 % y el 50 % en peso en relacion con la solucién de proteina.

Las gotas ricas en proteinas se fijan mediante endurecimiento, conservandose la forma redonda. La fijacion se basa,
a esto respecto, en la configuracion de fuertes interacciones intermoleculares. El tipo de las interacciones puede ser
no covalente, por ejemplo, mediante la formacion de cristales de hoja plegada B intermoleculares o covalente, por
ejemplo, mediante reticulacion quimica. El endurecimiento se puede realizar mediante el aditivo y/o mediante la
adicién de otra sustancia adecuada. El endurecimiento se realiza a temperaturas entre 0 y 80 °C, preferentemente
entre 5y 60 °C.

Esta otra sustancia puede ser un reticulante quimico. A este respecto, por un reticulante quimico se entiende una
molécula en la que al menos dos grupos quimicamente reactivos estan unidos entre si a través de un engarce. Son
ejemplo de esto grupos reactivos con sulfhidrilo (por ejemplo, maleimidas, disulfuros de pidridilo, a-haloacetilos,
vinilsulfonas, sulfatoalquilsulfonas (preferentemente sulfatoetilsulfonas), grupos reactivos con amina (por ejemplo,
éster de succinimidilo, carbodiimidas, hidroximetil-fosfina, éster de imido, éster de PFP, aldehidos, isotiocianatos,
etc.), grupos reactivos con carboxi (por ejemplo, aminas, etc.), grupos reactivos con hidroxilo (por ejemplo,
isocianatos, etc.), grupos no selectivos (por ejemplo arilazidas etc.) y grupos fotoactivables (por ejemplo,
perfluorofenilazida etc.). Estos grupos reactivos pueden formar enlaces covalentes con grupos amino, tiol, carboxilo
o hidroxilo presentes en proteinas.

Para el endurecimiento de las microperlas se pueden usar también sustancias que forman un enlace covalente entre
restos de aminoacidos. Un ejemplo de esto es una combinacion de peroxodisulfato de amonio y diclororutenio (Il) de
tris(2,2'-bipiridilo) que con la accion de luz visible median en la formacién de ditirosinas.
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Las microperlas estabilizadas se lavan con otro disolvente adecuado, por ejemplo, agua y se secan a continuacion
mediante procedimientos habituales para el experto, por ejemplo, mediante liofilizacién o secado por pulverizacion.
El éxito de la formacion de las bolas se comprueba con ayuda de microscopia electrénica de barrido.

El procedimiento para la produccidon de las microperlas permite la inclusion y, por tanto, una formulacion de
principios activos hidréfobos en las microperlas. Este procedimiento comprende dos etapas. En la primera etapa se
disuelven el principio activo hidréfobo y la proteina repetitiva en una fase comun. Para esto, el principio activo y la
proteina se pueden poner en solucion directamente mediante un disolvente o una mezcla de disolventes. Como
alternativa, el principio activo y la proteina se pueden disolver en primer en lugar en diferentes disolventes y después
se pueden mezclar entre si las soluciones, de tal manera que a su vez se forma una fase comun. En el caso de la
fase comun se puede tratar de una fase dispersa molecular o una fase dispersa coloidal.

La solucién del principio activo hidréfobo y de la proteina en distintos disolventes y la mezcla posterior de ambas
soluciones es ventajosa en particular cuando el principio activo hidréfobo y la proteina no se pueden disolver en un
disolvente comin o mezcla de disolventes. De este modo se pueden producir mediante esta forma de proceder
también soluciones dispersas coloidales de principios activos hidréfobos, al diluirse el principio activo disuelto en un
disolvente adecuado en otro disolvente en el que este principio activo es insoluble.

Ya que las proteinas por norma general son bastante solubles en agua, preferentemente se trabaja con soluciones
acuosas y mezclas de agua y disolventes organicos miscibles con agua. Son ejemplos de disolventes adecuados
miscibles con agua alcoholes tales como metanol, etanol e isopropanol, alcoholes fluorados tales como
hexafluoroisopropanol y trifluoroetanol, alcanonas tales como acetona o incluso sulféxidos tales como, por ejemplo,
dimetilsulfoxido o formamidas tales como dimetilformamida u otros disolventes organicos tales como, por ejemplo,
tetrahidrofurano y acetonitrilo o N-metil-2-pirrolidona. En general se puede trabajar con todos los disolventes y
mezclas de disolventes en los que se pueden disolver las proteinas de acuerdo con la invencidon. Son ejemplos de
disolventes adecuados alcoholes fluorados tales como, por ejemplo, hexafluoroisopropanol o trifluoroetanol, liquidos
idnicos tales como, por ejemplo, acetato de EMIM, soluciones acuosas de sales caotropicas tales como, por
ejemplo, urea, clorhidrato de guanidinio o tiocianato de guanidinio o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido
férmico asi como mezclas de estos disolventes con otros disolventes organicos. Son ejemplos de disolventes que se
pueden mezclar con los disolventes para la proteina, entre otros, alcoholes tales como metanol, etanol e
isopropanol, alcanonas tales como acetona, sulféxidos tales como, por ejemplo, dimetilsulféxido, formamidas tales
como dimetilformamida, haloalcanos tales como cloruro de metileno o incluso otros disolventes organicos tales
como, por ejemplo, tetrahidrofurano.

En una segunda etapa, en la solucién de principio activo - proteina comun se induce una separacion de fases y el
endurecimiento posterior de las microperlas. Ese procedimiento se realiza segun el mismo principio como ya se ha
descrito para la produccion de microperlas de proteinas puras. Durante la formacién de microperlas tiene lugar una
interaccion de los principios activos hidréfobos con las proteinas repetitivas de acuerdo con la invencion.

Las interacciones entre el principio activo hidréfobo y la proteina se basan, esencialmente, en sus propiedades
hidréfobas, pudiendo intervenir, no obstante, también puentes de hidrégeno, interacciones ionicas e interacciones de
van-der-Waals. El principio activo hidréfobo puede estar unido a la superficie, estar incluido en las microperlas o
estar asociado también de ambas formas con las microperlas. La unién del principio activo hidréfobo a las
microperlas se puede determinar mediante el empobrecimiento de la preparacion de ensamblaje en principio activo
disuelto. La concentracion del principio activo se puede medir mediante un analisis cuantitativo de sus propiedades.
De este modo se puede analizar la unién de principios activos absorbentes de luz, por ejemplo, mediante
procedimientos fotométricos. Para esto se determinan, por ejemplo, la coloracion de las microperlas o la
decoloracion de la fase pobre en proteina y principio activo de la preparacion de formulacion mediante medicion de
la absorcion del principio activo con color. Con ayuda de estos procedimientos también se puede determinar como
de elevada es la parte de principios activos en las microperlas.

La liberacion de los principios activos de las microperlas se puede realizar mediante desorcién en disolventes
adecuados, mediante la degradacion de las microperlas por proteasas o mediante disolucion de las microperlas
mediante disolventes adecuados. Son disolventes adecuados para la desorcién todos los disolventes o las mezclas
de disolventes en los que se puede disolver el principio activo. Se pueden afiadir de forma dirigida proteasas
adecuadas como proteasas técnicas a una suspension de microperlas de proteinas o aparecer de forma natural en
el lugar de accion deseado de las moléculas efectoras, tales como, por ejemplo proteasas de piel, proteasas del
aparato digestivo, por ejemplo, proteasas estomacales o intestinales o proteasas liberadas por microorganismos.
Son disolventes que pueden disolver las microperlas, por ejemplo, alcoholes fluorados tales como, por ejemplo,
hexafluoroisopropanol o ftrifluoroetanol, liquidos iénicos tales como, por ejemplo, acetato de EMIM, soluciones
acuosas de sales caotropicas tales como, por ejemplo, urea, clorhidrato de guanidinio y tiocianato de guanidinio o
acidos organicos tales como, por ejemplo, acido férmico asi como mezclas de estos disolventes con otros
disolventes organicos. La velocidad y la cinética de la liberacion de las moléculas efectoras se pueden controlar, por
ejemplo, mediante la densidad de carga con principios activos y el tamafo de las microperlas o su relacion de
volumen a superficie.
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En condiciones adecuadas, a partir de las proteinas repetitivas de acuerdo con la invencién se pueden producir
nanofibrillas. La formacion de nanofibrillas se manifiesta en el plano macroscoépico en un espesamiento de tipo gel
de una solucién acuosa de proteina a partir de una concentracion de nanofibrillas de 1 mg/ml.

El punto de partida para el ensamblaje de nanofibrillas de proteina es una soluciéon acuosa de la proteina repetitiva
con una concentracion de proteina de 0,1 - 400 mg/ml, preferentemente 1 - 100 mg/ml y, de forma particularmente
preferente, 5 - 20 mg/ml. La solucién acuosa puede haberse mezclado con un tampon, preferentemente en el
intervalo de pH 4-10, de forma particularmente preferente 5 a 9, de forma muy particularmente preferente de 6 a 8,5.
El ensamblaje se realiza por si mismo en el intervalo de varias semanas. Se puede acelerar mediante la adicion de
disolventes organicos solubles en agua que reducen la polaridad de la solucién. Son ejemplo de esto alcoholes tales
como etanol y metanol. La concentracion final del disolvente deberia encontrarse entre el 1 % y el 50 % en peso en
relacion con la solucién de proteina.

Las nanofibrillas de proteina ensambladas se lavan con un disolvente adecuado, por ejemplo, agua y a continuacion
se secan mediante procedimientos habituales para el experto, por ejemplo, mediante liofilizacién, secado por
contacto o secado por pulverizacion. El éxito de la formacioén de las fibras se comprueba con ayuda de microscopia
electrénica de transmisién o microscopia de fuerza atémica.

En condiciones adecuadas se pueden producir peliculas a partir de las proteinas repetitivas de acuerdo con la
invencién. Para esto, la proteina repetitiva se disuelve en un primer disolvente. Como disolventes se pueden usar,
por ejemplo, soluciones salinas acuosas. En particular son adecuadas soluciones salinas altamente concentradas
con una concentracion mayor de 2, en particular mayor de 4 y, de forma particularmente preferente, mayor de 5
molar, cuyos iones presentan propiedades caotrépicas mas intensamente marcadas que los iones sodio y cloro. Un
ejemplo de una solucién salina de este tipo es tiocianato de guanidinio 6 M o bromuro de litio 9 M. Ademas se
pueden usar disolventes organicos para disolver las proteinas repetitivas. En particular son adecuados alcoholes
fluorados o hidrocarburos ciclicos. Son ejemplos de esto hexafluoroisopropanol y ciclohexano. La producciéon de las
peliculas se puede realizar en el primer disolvente descrito, siempre que el mismo no contenga ninguna sustancia no
volatil. Los disolventes que contienen constituyentes no volatiles se tienen que sustituir por otro disolvente que no
contenga sustancias no volatiles, por ejemplo, mediante dialisis. Son disolventes volatiles preferentes, a partir de los
cuales se puede realizar la formacion de pelicula, hexafluoroisopropanol, ciclohexano, acido férmico y agua. La
concentracion final de la proteina disuelta deberia encontrarse entre 1 -200 mg/ml, preferentemente entre 20 - 150
mg/ml y, de forma particularmente preferente, entre 50 - 100 mg/ml. La temperatura a la que se lleva a cabo el
procedimiento habitualmente asciende a de 0 - 80, preferentemente 5 - 50 y, de forma particularmente preferente, 10
- 40 °C. La proteina repetitiva disuelta en el disolvente volatil se siembra sobre una superficie lisa. El disolvente se
evapora a temperatura ambiente y deja detras la pelicula proteica.

Las peliculas de proteina recién preparadas por norma general son solubles en agua. Para la estabilizacion de las
peliculas, las mismas se pueden incubar con sustancias que inducen la configuracion de estructuras secundarias,
terciarias y cuaternarias estables dentro de la pelicula. Son ejemplos de tales sustancias alcoholes, tales como, por
ejemplo, metanol y etanol o soluciones de sales cuyos iones presentan propiedades cosmotropicas mas
intensamente marcadas que los iones sodio y cloro (por ejemplo, sulfato de amonio; fosfato de potasio). Después de
la estabilizacion de las peliculas, las mismas se pueden lavar con disolventes adecuados tales como, por ejemplo,
alcoholes o agua y a continuacion secarse.

También estan descritas moléculas que estan compuestas de acoplamientos de una proteina repetitiva de acuerdo
con la invenciéon y una molécula efectora. Por moléculas efectoras se entiende moléculas que presentan un efecto
previsible determinado. Estas pueden ser moléculas de tipo proteina tales como enzimas, o también moléculas no
proteinogénicas tales como colorantes, fotoprotectores, vitaminas, provitaminas, antioxidantes y acidos grasos,
acondicionadores o compuestos que contienen iones de metal.

Las moléculas efectoras estan unidas a la proteina repetitiva. La union entre la molécula efectora y la proteina puede
ser un enlace covalente y puede basarse en interacciones i6nicas o de van-der Waals o interacciones hidréfobas o
enlaces de puentes de hidrogeno o adsorcion.

El enlace covalente de la molécula efectora se puede realizar a través de las cadenas laterales de la secuencia
polipeptidica de la proteina repetitiva, en particular a través de funciones amino o funciones hidroxi o funciones
carboxilato o funciones tiol. Se prefiere un enlace a través de las funciones amino de uno o varios restos lisina, a
través de las funciones carboxilato de uno o varios restos glutamato o aspartato, a través de la funcion tiol de uno o
varios restos cisteina o a través de la funcidon N-terminal o C-terminal de la proteina repetitiva. Aparte de las
funciones de aminoacido que aparecen en la secuencia de aminoacidos se pueden unir también aminoacidos con
funciones adecuadas (por ejemplo, cisteinas, lisinas, aspartatos, glutamatos) a la secuencia o incluirse en la
secuencia o aminoacidos de la proteina repetitiva se pueden sustituir por tales funciones de aminoacido.

El enlazado de las moléculas efectoras con la proteina repetitiva se puede realizar directamente, es decir, como
enlace covalente de dos funciones quimicas ya existentes. A este respecto, las funciones quimicas que se han
descrito anteriormente de las proteinas repetitivas se enlazan con grupos reactivos que estan contenidos en las
moléculas efectoras. Son ejemplos de tales grupos reactivos grupos reactivos con sulfhidrilo, por ejemplo,
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maleimidas, disulfuros de pidridilo, a-haloacetilos, vinilsulfonas, sulfatoalquilsulfonas (preferentemente
sulfatoetilsulfonas), grupos reactivos con amina (por ejemplo, éster de succinimidilo, carbodiimidas, hidroximetil-
fosfina, éster de imido, éster de PFP, aldehidos, isotiocianato, etc.), grupos reactivos con carboxi (por ejemplo,
aminas, etc.), grupos reactivos con hidroxilo (por ejemplo, isocianatos, etc.), grupos no selectivos (por ejemplo
arilazidas etc.) y grupos fotoactivables (por ejemplo, perfluorofenilazida etc.).

Si las funciones que han de acoplarse de las proteinas repetitivas de acuerdo con la invencion y los efectores
poseen una reactividad demasiado reducida para un acoplamiento directo, entonces estas funciones se pueden
activar con procedimientos habituales para el experto (por ejemplo, activacion de funciones carboxilo con
carbodiimidas).

Pero el enlazado se puede realizar también a través de un denominado engarce, es decir, una molécula al menos
bifuncional que con una o varias funciones establece una unién con la molécula efectora y que se enlaza con una o
varias funciones adicionales con la proteina repetitiva. El uso de tales engarces a medida permite la adaptacion
exacta del enlace a la molécula efectora deseada. Ademas, por ello es posible enlazar varias moléculas efectoras
con una proteina repetitiva de forma definida.

El engarce usado se rige por la funcionalidad que debe acoplarse. Son adecuadas, por ejemplo, moléculas que se
acoplan a una proteina repetitiva mediante grupos reactivos con sulfhidrilo, por ejemplo, maleimidas, disulfuros de
pidridilo, a-haloacetilos, vinilsulfonas, sulfatoalquilsulfonas (preferentemente sulfatoetilsulfonas), grupos reactivos
con amina (por ejemplo, éster de succinimidilo, carbodiimidas, hidroximetil-fosfina, éster de imido, éster de PFP,
aldehidos, isotiocianato, etc.), grupos reactivos con carboxi (por ejemplo, aminas, etc.), grupos reactivos con
hidroxilo (por ejemplo, isocianatos, etc.), grupos no selectivos (por ejemplo arilazidas etc.) y grupos fotoactivables
(por ejemplo, perfluorofenilazida etc.) y que se acoplan con moléculas efectoras mediante

- grupos reactivos con sulfhidrilo (por ejemplo, maleimidas, disulfuros de pidridilo, a-haloacetilos, vinilsulfonas,
sulfatoalquilsulfonas (preferentemente sulfatoetilsulfonas)

- grupos reactivos con amina (por ejemplo, éster de succinimidilo, carbodiimidas, hidroximetil-fosfina, éster de
imido, éster de PFP, aldehido, isotiocianato, etc.)

- azucares o grupos reactivos con azucar oxidados (por ejemplo hidrazidas, etc.)

- grupos reactivos con carboxi (por ejemplo, aminas, etc.)

- grupos reactivos con hidroxilo (por ejemplo, isocianatos, etc.)

- grupos reactivos con timina (por ejemplo, psoraleno, etc.)

- grupos no selectivos (por ejemplo, arilazidas, etc.)

- grupos fotoactivables (por ejemplo, perfluorofenilazida, etc.)

- grupos complejantes de metal (por ejemplo, EDTA, hexahis, ferritina)

- anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos de F(ab) de
anticuerpos, anticuerpos cataliticos).

Las funciones quimicas de un engarce pueden estar unidas mediante elementos espaciadores. Los elementos
espaciadores pueden estar compuestos, por ejemplo, de cadenas de alquilo, etilenglicol y polietilenglicoles.

Se prefieren en particular elementos de engarce y/o espaciadores que poseen un punto de escision potencial para
una proteasa, lipasa, esterasa, fosfatasa, hidrolasa, es decir, que se pueden escindir enzimaticamente.

Los ejemplos de engarces que se pueden escindir enzimaticamente que se pueden emplear en las moléculas de
acuerdo con la invencion estan mencionados, por ejemplo, en el documento WO 98/01406, a cuyo contenido se
hace referencia por la presente en forma expresa en su totalidad.

Se prefieren en particular engarces y espaciadores que se pueden termoescindir o fotoescindir. El experto conoce
estructuras quimicas correspondientes y se integran entre las partes de molécula molécula efectora y proteina
repetitiva.

En caso de que la molécula efectora esté compuesta de una secuencia polipeptidica, se puede realizar el enlazado
de efector y proteina repetitiva como una denominada proteina de fusion, es decir, se usa una secuencia
polipeptidica continua que esta compuesta de secuencias parciales de proteina repetitiva y efector.

Entre el efector y la proteina repetitiva se pueden incluir también todavia los denominados elementos espaciadores,
por ejemplo, secuencias polipeptidicas que poseen un punto de escision potencial para una proteasa, lipasa,
esterasa, fosfatasa, hidrolasa o secuencias oligo- y polipeptidicas que permiten una ligera purificacion de la proteina
de fusion, por ejemplo, las denominadas etiquetas His, es decir, restos de oligohistidina.

Las moléculas efectoras acopladas a proteinas repetitivas de forma covalente o no covalente pueden ser activas en
su forma unida. Pero como alternativa, las moléculas efectoras acopladas a proteinas repetitivas también se pueden
liberar de las proteinas repetitivas.

La liberacion de moléculas efectoras acopladas de forma covalente de las proteinas repetitivas se puede realizar
mediante escision de espaciadores escindibles introducidos especificamente o engarces de acoplamiento que, por
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ejemplo, se pueden termoescindir, fotoescindir o escindir enzimaticamente, pero también mediante la degradacion
proteolitica (por ejemplo por proteasas).

Parte experimental

Ejemplo 1
Produccién de la proteina repetitiva Rig (SEC ID N°: 2)

Se multimeriz6 un gen sintético que codifica la proteina repetitiva R1¢ mediante multimerizacion de un oligonucleétido
sintético R:

ggccegggttctagegeggcetgcagecgeggceagetgegtecggeccgggtcagggccagggtcagggte
aaggccagggtggccglicctictgacacctac

de forma correspondiente al procedimiento descrito en Huemmerich y col.; Biochemistry 43(42): 13604-12, (2004)
hasta dar un multimero de 16 unidades y se clond en el vector de expresion pET21a (Novagen). La expresion se
realiz6 en la cepa de E. coli BLR [DE3] (Novagen). El cultivo y la sintesis de la proteina se realizaron con pO2>20 %
y pH=6,8 en el procedimiento de lote alimentado.

Medio

8 litros Agua
230 g Extracto de levadura
150 g Bacto-Triptona
30g Gilicerol (99 %)
20g Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4)
50 g Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
10,5 g Sulfato de magnesio heptahidrato (MgSO4 * 7 H,0)
1,0g Cloruro de calcio dihidrato (CaCl, * 2 H,0)
100 ml Solucion salina traza
rellenar con agua hasta 9,7 litros, ajustar valor de pH a 6,8 con NaOH al 25 %
3ml  Tego KS 911 (Antiespuma; productos Goldschmidt)
19 Ampicilina

Solucién salina traza:

5litros  Agua

200,00 g Acido citrico monohidrato
55,00g ZnSO4* 7 HO

42,50 g (NH4)2F6(SO4)2 *6 Hzo
15,00g MnSO4*H.0

4,00g CuSO4*5H,0

1,25g Co0S0O4*7H.0

Solucién de alimentacion

800g agua

3049 Acido citrico monohidrato
60g Sulfato sodico (Na2S0O4)
4,5 g (NH4)2F6(SO4)2 *6H20
3400g Glicerol 99,5 %

Después de haber consumido el glicerol contenido en el medio basico se inicié una alimentacion constante con una
velocidad de 100 ml/h.

Se indujo la sintesis de la proteina mediante adicion de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido 1 mM después de que el
cultivo bacteriano hubiera alcanzado una densidad 6ptica DOgoo=40. En este momento se redujo la temperatura del
cultivo de 37 °C a 32 °C. 7 h después de la induccion se recogieron las células.
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La purificacion de la proteina se llevd a cabo segun el siguiente protocolo:

resuspension del sedimento celular en 5 ml por gramo de masa humeda de MOPS (acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico) 20 mM pH 7,0

lisis de las células en el homogeneizador de alta presion a 140 MPa (1400 bar)

centrifugacion 30 min, 5000 xg

lavado del sedimento con 5 ml por gramo de masa humeda con Tris/HClI 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM,
tetraacetato de etilendiamina 0,5 mM (EDTA), Triton X-100 al 0,1%

lavado del sedimento con 5 ml por gramo de masa humeda de Tris/HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM,
tetraacetato de etilendiamina (EDTA) 0,5 mM

disolucién del sedimento mediante adicién de 1,6 g de tiocianato de guanidinio (GdmSCN) por gramo de
sedimento (concentracion final GAmMSCN 6 M)

centrifugacion 60 min, 5000 xg

dialisis del sobrenadante frente a fosfato de potasio 5 mM pH 7,0

centrifugacion 30 min, 5000 xg

precipitacion de la proteina del sobrenadante mediante adicion de Y2 en volumen de sulfato de amonio 4 M
durante 1 h a temperatura ambiente

lavado del sedimento con urea 8 M

lavado 2 x del sedimento con agua

liofilizacion

la proteina liofilizada se puede almacenar a -20 °C.

para el uso de la proteina se recoge la proteina liofilizada en GdAmSCN 6 M y se dializa frente a fosfato de potasio
5mMpH 7,0.

el contenido de proteina en solucion se determino fotométricamente (E280;1 mgimiy=0,42)

la pureza de la proteina se comprobd mediante SDS-PAGE y analisis de transferencia de Western (Figura 1) asi
como espectroscopia de fluorescencia (Figura 2)

A partir de una fermentacién de 10 | se obtuvieron 20 g de proteina R limpia con una pureza de >95 %.

Ejemplo 2

Produccioén de la proteina repetitiva S1s (SEC ID N°: 4)

Se multimerizé un gen sintético que codifica la proteina repetitiva S1¢ mediante multimerizacion de un oligonucleétido
sintético S:

gttctgeggctgcagecgeggcagetgegagtccgggeggtggcaacgatggecgtecgtetgacacctac

ggtgcgccggatggeggtaacggtggecgtecttcticctettac

de forma correspondiente al procedimiento descrito en Huemmerich y col.; Biochemistry 43(42): 13604-12, (2004)
hasta dar un multimero de 16 unidades y se clond en el vector de expresion pET21a (Novagen). La expresion se
realizé en la cepa de E. coli BLR [DE3] (Novagen). El cultivo y la sintesis de la proteina se realizaron a pO2>20 % y
pH=6,8 en el procedimiento de lote alimentado.

Medio

8 litros Agua
230 g Extracto de levadura
150 g Bacto-Triptona
30g Gilicerol (99 %)
20g Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4)
50 g Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
10,5 g Sulfato de magnesio heptahidrato (MgSO4 * 7 H,0)
1,0g Cloruro de calcio dihidrato (CaCl, * 2 H,0)
100 ml Solucién salina traza
rellenar con agua hasta 9,7 litros, ajustar valor de pH a 6,8 con NaOH al 25 %
3ml  Tego KS 911 (Antiespuma; productos Goldschmidt)
19 Ampicilina
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Solucién salina traza:

5litros  Agua

200,00 g Acido citrico monohidrato
55,00g ZnSO4* 7 HO

42,50 g (NH4)2F6(SO4)2 *6 Hzo
15,00g MnSO4*H.0

4,00g CuSO4*5H,0

1,25g Co0S04*7H.0

Solucién de alimentacion

800g agua

30g Acido citrico monohidrato
60g Sulfato sodico (Na2S04)
4,5 g (NH4)2F6(SO4)2 *6H20
3400g Glicerol 99,5 %

Después de haber consumido el glicerol contenido en el medio basico se inicié una alimentacion constante con una
velocidad de 100 ml/h.

Se indujo la sintesis de la proteina mediante adicion de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido 1 mM después de que el
cultivo bacteriano hubiera alcanzado una densidad 6ptica DOgop=40. En este momento se redujo la temperatura del
cultivo de 37 °C a 25 °C. 4 h después de la induccién se recogieron las células.

La purificacion de la proteina se llevo a cabo segun el siguiente protocolo:

resuspension del sedimento celular en 5 ml por gramo de masa hiumeda de MOPS (acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico) 20 mM pH 7,0

lisis de las células en el homogeneizador de alta presién a 140 MPa (1400 bar)

centrifugacion 30 min, 5000 xg

incubacioén del sobrenadante durante 20 min a 80 °C

centrifugacion 30 min, 5000 xg

precipitacion de la proteina del sobrenadante mediante adicién de 1 volumen de sulfato de amonio 4 M durante 1
h a temperatura ambiente

lavado del sedimento con urea 8 M

lavado 2 x del sedimento con agua

liofilizacion

la proteina liofilizada se puede almacenar a -20 °C.

para el uso de la proteina se recoge el precipitado de sulfato de amonio en GdAmSCN 6 M y se dializa frente a
fosfato de potasio 5 mM pH 7,0.

el contenido de proteina en solucion se determiné fotométricamente (E280;1 mgimiy=0,76)

la pureza de la proteina se comprobd mediante SDS-PAGE y andlisis de transferencia de Western (Figura 1) asi
como espectroscopia de fluorescencia (Figura 2)

De una fermentacioén de 10 | se obtuvieron 1,4 g de proteina S+ pura.

Ejemplo 3

Formacion de microperlas de proteina a partir de proteinas repetitivas Ris y S16

Protocolo

disolucion de la Rig 0 S+s liofilizada en tiocianato de guanidinio 6 M con una concentracion final de 10 mg/ml
dialisis frente a fosfato de potasio 1 M pH 7,0 a temperatura ambiente

lavado con agua

liofilizacion

Mediante la sustitucion del tiocianato de guanidinio caotropico por el fosfato de potasio cosmotrépico se induce la
formacion de microperlas de Ris 0 S16. Como alternativa, el tiocianato de guanidinio se puede eliminar mediante
didlisis frente a fosfato de potasio 5 mM. La formacion de microperlas se induce mediante adicion de ¥4 en volumen
de sulfato de amonio 4 M o %2 en volumen de fosfato de potasio 1 M.
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Protocolo

- disolucion de la Rig 0 S+ liofilizada en tiocianato de guanidinio 6 M con una concentracion final de 15 mg/ml
- dialisis frente a fosfato de potasio 5 mM pH 7,0 a 4 °C

- retirada del precipitado mediante centrifugacion durante 30 min a 10000 xg

- ajuste de la concentracion de proteina a 10 mg/ml

- adicién de Y4 en volumen de sulfato de amonio 4 M o %2 en volumen de fosfato de potasio 1 M

- incubacién a temperatura ambiente durante 1 h

- lavado con agua

- liofilizaciéon

El éxito de la formacion de las microperlas se comprobd con ayuda de la microscopia electrénica de barrido (Figuras
3 +4).

Ejemplo 4
Estabilizacion de microperlas de S+s

El procedimiento de formacién de las microperlas de Sis incluye una separacion de fases inducida por fosfato de
potasio o sulfato de amonio y la posterior estabilizacion de la fase rica en proteinas mediante configuracion de
estructuras secundarias estables. Las gotas ricas en proteinas no endurecidas se pueden diferenciar de las
microperlas estabilizadas experimentalmente gracias a su diferente estabilidad en urea 4 M. Se examind la cinética
de la estabilizacion.

Protocolo

- preparacion de una solucién acuosa 10 mg/ml de S+ en fosfato de potasio 5 mM pH 7,0

- precipitacion de la proteina St en el momento 0 con 4 en volumen de sulfato de amonio 4 M

- extraccion de una alicuota de la suspension proteica precipitada en el momento t y mezcla con el mismo volumen
deurea 8 M

- medicién de la extincion de la muestra a 600 nm como medida cualitativa de la dispersion

En el intervalo de 30 min, la opacidad de la muestra causada por la precipitacion se puede anular mediante ajuste de
una concentracién de urea 4 M. Después de 40 min se conserva la opacidad con este tratamiento. Por tanto, se
puede deducir que en este periodo de tiempo en la fase rica en proteina se ha configurado una estructura que es
estable en urea 4 M (Figura 5).

Ejemplo 5
Envasado de B-caroteno en microperlas de Ris y S16

Para mostrar que las microperlas de Ris y S1s son adecuadas como soporte y coadyuvante de formulacion para
principios activos, se envasd B-caroteno como ejemplo de principios activos dificilmente solubles en agua en
microperlas de R y S16. Para esto se mezclaron 500 pul de una solucién de Ris 0 S1s 10 mg/ml en fosfato de potasio
5 mM (pH 8,0) con 50 pl de una solucién de B-caroteno 0,9 mg/ml en 10 % de tetrahidrofurano (THF) y 90 % de N-
metil-2-pirrolidona (NMP). Después se indujo la formacion de microperlas mediante adicion de 275 ul de solucion de
sulfato de amonio 4 M. Durante la formacion de las microperlas de Ris y S16 se retird de la solucién el B-caroteno.
Las microperlas retiradas mediante centrifugacion aparecieron coloreadas en amarillo-naranja. Las microperlas se
lavaron con agua, permaneciendo asociado el B-caroteno con las microperlas y liofilizandose a continuacion.
Después de la liofilizacion, las microperlas de Ris 0 S1¢ cargadas se analizaron mediante microscopia electrénica de
barrido (Figuras 6 + 7). En la imagen de microscopia electronica, las microperlas cargadas (Figuras 6 + 7) mostraron
una morfologia muy similar a las microperlas no cargadas (Figuras 3 + 4), por lo que es evidente que las microperlas
y el B-caroteno forman una fase sélida comun.

Ejemplo 6
Absorcion de agua por microperlas de R+

Las microperlas de proteinas repetitivas pueden absorber o ceder agua del o al aire y servir, por tanto, como
sustancia reguladora de la humedad, por ejemplo, en aplicaciones cosméticas. Para demostrar esto se secaron al
vacio 0,4 g de microperlas de Ris que se habian almacenado previamente a -20 °C, durante 16 h y se determin¢ el
peso seco. El almacenamiento posterior a temperatura ambiente y una humedad del aire del 100 % condujo a un
lento aumento de peso del 44 % en el intervalo de 66 dias (Figura 8). Mediante un nuevo secado al vacio se alcanz6
de nuevo el peso seco original.
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Ejemplo 7
Formacion de gel de Rig y St
Protocolo:

- disolucién de la Rig 0 S+ liofilizada en tiocianato de guanidinio 6 M con una concentracion final de 20 mg/ml

- dialisis frente a fosfato de potasio 5 mM pH 7,0 a 4 °C

- eliminacion del precipitado mediante centrifugacion durante 30 min a 10000 xg

- preparacion de una solucion con fosfato de potasio 2,5 mM pH 7,0, proteina Ris 0 S16 10 mg/mly el 40 % v/v de
etanol

- incubacién a temperatura ambiente

En el intervalo de 4 - 5 dias, la solucion adopta un estado opaco de tipo gel.
Ejemplo 8

Formacion de pelicula de Rig y S16

Protocolo:

- disolucion de la Rig 0 S+ liofilizada en hexafluoroisopropanol con una concentracion final de 100 mg/ml
- sembrado de 300 pl en una superficie de poliestireno lisa

- eliminacién por evaporacion del hexafluoroisopropanol a temperatura ambiente

- revestimiento de la pelicula de proteina durante 5 min con fosfato de potasio 1 M pH 7,0

- lavado 2 x con agua

- secado al aire

Mediante este tratamiento se producen peliculas de proteina transparentes insolubles en agua. Las peliculas secas
de Rs6 son fragiles, mientras que las peliculas de S1s presentan propiedades flexibles.

indice de las figuras

Figura 1 analisis de las proteinas Rs y S16 purificadas. Se preparé una solucion acuosa de las proteinas y se separd
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida. La deteccion de las proteinas se realizé a través de una tincién
con el colorante azul brillante de Coomassie (C) o a través de inmunotransferencia con un anticuerpo que se une
especificamente al marcador peptidico T7 que esta unido en el extremo amino a ambas proteinas (WB).

Figura 2 analisis de pureza de la Ris y Sis purificada mediante espectroscopia de fluorescencia. Ris y S1 no
contienen el aminoacido triptéfano, mientras que estan presentes tirosinas. Por el contrario, el triptéfano esta
presente con una frecuencia promedio del 1,5 % en proteinas de E. coli. Mediante espectroscopia de fluorescencia
se puede comprobar selectivamente la presencia de triptéfanos en una muestra proteica y, por tanto, de impurezas
en preparaciones de R 0 S16. Mientras que mediante luz con la longitud de onda 280 nm (azul) se excitan tanto las
tirosinas como los triptéfanos, la luz con 295 nm (magenta) conduce exclusivamente a la excitacion de triptéfano.
Las muestras de R1s y S16 muestran una fluorescencia tipica de la tirosina, mientras que no son detectables indicios
de la presencia de triptéfano, lo que sefala la elevada pureza de las muestras de proteina.

Figura 3 microperlas de Ris. Las microperlas se obtuvieron mediante dialisis de una solucién de Ris 10 mg/ml en
GdmSCN 6 M frente a una solucién de fosfato de potasio 1 M pH 7,0 y se analizaron mediante microscopia
electrénica de barrido.

Figura 4 microperlas de Si. Las microperlas se obtuvieron mediante dialisis de una solucién de St 10 mg/ml en
GdmSCN 6 M frente a una solucién de fosfato de potasio 1 M pH 7,0 y se analizaron mediante microscopia
electrénica de barrido.

Figura 5 estabilizacion de microperlas de S1s. Una solucidon acuosa de S1s 10 mg/ml se precipité mediante adicion de
Y en volumen de sulfato de amonio en el momento t = 0. Después de momentos definidos se extrajeron alicuotas,
se ajustd una concentracion de urea 4 M y se midi6 la extincion a 600 nm como una medida cualitativa de la
dispersion y, por tanto, de la presencia de particulas de proteina estables.

Figura 6 microperlas de Rig con el 0,8 % de B-caroteno. Las microperlas se obtuvieron mediante adicion de una
solucion de sulfato de amonio 4 M a R 10 mg/ml y B-caroteno 0,08 mg/ml en GdAmSCN 6 M y se analizaron
mediante microscopia electrénica de barrido.

Figura 7 microperlas de Sis con el 0,8 % de B-caroteno. Las microperlas se obtuvieron mediante adicion de una
solucion de sulfato de amonio 4 M a S 10 mg/ml y B-caroteno 0,08 mg/ml en GdmSCN 6 M y se analizaron
mediante microscopia electrénica de barrido.
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Figura 8 absorcién de humedad por microperlas de Ris. Se establecid la absorciéon de agua mediante el aumento de
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peso de microperlas de R1s con una humedad del aire del 100 %.
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Gly
250

g9t
Gly

ggc
Gly

acyg
Ala

acyg
Ala

gcy
Ala
330

cgt
Arg

cct
Pro

ccg
Pro

Ala

ace
Thy
155

cac
Tyr

aac
Asn

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Glv

235
tCcL
Ser

gge
Gly

cgt
Arg

ggt
Gly

ccy
Fro
315

gct
Ala

ccg
Pro

tct
Ser

ggc
Gly

ala
140

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

gcg
Ala
220

gcg
Ala

gcg
Ala

cgt
Arg

cct
Pro

ccy
Prao
300

ggt
Gly

gca
Ala

tct
Ser

tce
Ser

ggt
Gly

Ala

ggt
Gly

tct
Ser

ggc
Gly

cgt
Arg
205

ggt
Gly

ccg
Pro

gct
Ala

[alale |
Pro

teco
Ser
285

ggc
Gly

ggc
Gly

gcc
Ala

gac
Asp

tct
Ser
365

ggc
Gly

Ala

gcg
Ala

gcyg
Ala

cgt
Arg
190

cct
Pro

ccy
Pro

ggt
Gly

gca
ala

tet
Ser
270

tce
Ser

ggt
Gly

gyt
Gly

gcy
Ala

ace
Thr
350

tac

Tyr

aac
Asn

Gly

oog
Pro

gct
Ala
175

ccyg
Pro

tct
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

gcc
Alz
255

gac
Asp

tct
Ser

ggc
Gly

aac
Asn

gca
Ala
335

tac

Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly

Pro

ggt
Gly
160

gca
Ala

tct
Ser

tcc
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly
240

gcg
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

aac
Asn

agt
Gly
320

gct
Ala

ggt
Gly

tct
Ser

gygc
Gly

480

528

576

624

672

720

768

8ls

864

8912

960

1008

1056

1104

1152



cgt
Arg
385

cct
Pro

cey
Pro

agt
Gly

gca
Ala

tct
Ser
465

tce
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly

gcyg
Ala

acc
Thr
545

tac
Tyt

sac
Asn

ggt
Gly

get
Ala

ggt
Gly
625

370

ccg
Pro

tct
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

goc
Ala
450

gac
Asp

tct
Ser

ggc
Gly

aac
Asn

gca
Ala
530

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Glv

ggc
Gly

gcyg
Rla
6510

gcg
Ala

tct
Ser

tcc
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly
435

gcg
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

=Y=1
Asn

ggt
Gly
515

act
Ala

ggt
Gly

tct
Ser

agc
Gly

cgt
Aryg
595

agt
Gly

ccg
Pro

gac
Asp

tce
Ser

ggc
Gly
420

aac
Asn

gca
Ala

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly
500

ggc
Gly

gcyg
Ala

gcyg
Ala

gcg
Ala

cgt
Arg
580

cct

Pro

ccy
Pro

ggt
Gly

acc
Thr

tac
Tyvr
405

aac
Asgn

ggt
Gly

get
2la

ggt
Gly

tet
Ser
485

agc
Gly

gt
Arg

ggt
Gly

ceg
Pro

gct
Ala
565

ceg

Fro

tct
Ser

g9c
Giy

ggc
Gly

tac
Tyy
3920

ggt
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

gcg
Ala

gcg
Ala
470

gcg
Ala

cgt
Arg

cct
Pro

ccg
Pro

gyt
Giy
550

gca
Ala

tct
Ser

tcc
Ser

ggc
Gly

ggt
Gly
630
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375

gat
Gly

tct
Ser

g9c
Gly

cgt
Arg

ggt.
Gly
455

ccg
Pro

gct
Ala

cCcg
Pro

tct
Ser

ggc
Gly
535

ggc
Gly

gcc
Ala

gac
AsSp

tct
Ser

ggc
Gly
615

aac
Asn

acg
Ala

gcy
Ala

cgt
Arg

cct
Pro
440

ceqg
Pro

ggt
Gly

gca
Ala

tct
Ser

tcc
Ser
520

ggt
Gly

ggt
Gly

gcg
Ala

acc
Thr

tac
Tyx
600

aag
Asn

ggt
Gly

ccg
Pro

gcc
Ala

ccy
Pro
425

tct
Ser

ggc
Gly

ggac
Gly

gcc
Ala

gac
Asp
505

tct
Ser

ggc
Gly

aac
Asn

gca
Ala

tac
Tyr
585

ggt
Gly

ggt
Gly

ggc
Glv

20

ggt
Gly

gca
Ala
4190

tct
Ser

tce
Ser

ggt
Gly

ggt
Giy

goyg
Ala
490

acc
Thr

tac
Tyr

aac
Asn

ggt
Gly

gect
Ala
570

ggt
Gly

tct
Ser

gge
Gly

cgt
Arg

ggc
Gly
395

gcc

Ala

gac
asp

tct
Ser

ggc
Gly

aac
Asn
475

gca

Ala

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly
555

gcg
Lla

acg
aAla

gcg
Ala

cgt
Arg

cet

635

380

ggt
Glvy

gcyg
Ala

ace
Thr

tac
Tyr

aac
Aszn
460

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly

tct
Ser

ggc
Gly
5490

cgt
Arg

ggt
Gly

ceg
Pro

gct
Ala

cCyg
Ero
20

tct tecc tct tac ggce
Pro Ser Ser Ser Tyr Gly

aac
Asn

gca
Ala

tac
Tyr

ggt
Gly
445

ggt
Gly

ggce
Gly

gcqg
Ala

gcyg
Ala

gcg
Ala
52%

cyt
Arg

cect
Pro

ceg
Pro

ggt
Gly

gca
Ala
605

tct
Ser

agt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly
430

tct
Ser

gg9c
Gly

cgt
Arg

ggt
Gly

ccg
Pro
510

gct
Ala

ccg
Pro

[ el
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly
290

gce

Rla

gac
Lsp

ggc
Gly

gcg
Ala
415

gcg
Ala

gcy
2la

cyt
Arg

cct
Pro

ccy
Pro
495

ggt
Gly

gca
Ala

rct
Ser

tce
Ser

ggt
Gly
575

ggt
Gly

gcy
Ala

acc
Thr

cgt
Arg
400

ggt
Gly

cCcyg
Pro

gct
Ala

ceyg
Pro

tct
Ser
480

ggc
Gly

ggc
Gly

gcc
Ala

gac
Asp

tct
Ser
560

ggc
Gly

aac
Asn

gca
Ala

tac
Iyr

640
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<211> 640
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2530 190 T3

<223> Gen para proteina S16 repetitiva

<400> 4

Met

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

Ala

Pro

Ser

Gly

145

Gly

Ala

Ala

Ala

Arg

Pro

50

Pro

Gly

Ala

Ser

Ser

130

Gly

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

115

Ser

Gly

Asn

Ala

Met

Ala

20

Ser

Ser

Gly

Glvy

Ala

100

Thr

Tyr

Asn

Gly

Ala

Thr

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

85

Ala

Tyr

Gly

Gly

Gly

165

Ala

Ala

Thr

Tyr

Asn

70

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

150

Arg

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

55

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

135

Arg

Pro

Pro

Gln

Ala

Gly

40

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

120

Ala

Pro

Ser

Gly

21

Gln

Ala

25

Ala

Ala

Arg

Pro

Pro

105

Ala

Ser

Ser

Gly

Met

10

Gly

Pro

Ala

Pro

Ser

20

Gly

Gly

Ala

Asp

Ser

170

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

Ser

75

Ser

Gly

Gly

Ala

Thr

155

Tyr

Asn

Arg

Gly

Gly

Ala

60

Asp

Ser

Gly

Asn

Ala

140

Tyr

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Tyr

Asn

Gly

125

Ala

Gly

Ser

Gly

Ser

Gly

30

Asn

Ala

Tyr

Gly

Gly

110

Gly

Ala

ala

Ala

Arg

Met

15

Asn

Gly

Ala

Gly

Ser

95

Gly

Arg

Gly

Pro

Ala

175

Pro

Gly

Gly

Ala

Ala

80

Ala

Arg

Pro

Pro

Gly

160

Ala

Ser



Asp

Ser

Gly

225

Asn

Ala

Tyr

Gly

Gly

305

Gly

Ala

Ala

Ala

Arg

385

Pro

Pro

Thr

Tyr

210

Asn

Gly

Ala

Gly

Ser

290

Gly

Arg

Gly

Fro

Ala

370

Pro

Ser

Gly

Tvr

195

Gly

Glv

Gly

Ala

2la

275

Ala

Arg

Pro

Pro

Gly

355

Ala

Ser

Ser

Gly

180

Gly

Ser

Gly

Arg

Gly

260

Pro

Ala

Bro

Ser

Gly

340

Gly

Ala

Asp

Ser

Gly
420

Ala

Ala

Arg

Pro

245

Pro

Gly

Ala

Ser

Ser

325

Gly

Gly

Ala

Thr

Tyr

405

Asn
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Pro

Ala

Pro

230

Ser

Gly

Gly

2la

Asp

310

Ser

Gly

Asn

Ala

Tyr

390

Gly

Gly

Gly

Ala

215

Ser

Ser

Gly

Gly

Ala

295

Thr

Tyr

Asn

Gly

Ala

375

Gly

Ser

Gly

Glvy

200

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

280

Ala

TIyr

Gly

Gly

Gly

360

Ala

Ala

Ala

Arg

22

185

Gly

Ala

Thr

Tyr

Asn

265

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

345

Arg

Gly

Pro

Ala

Pro
425

Asn

Ala

Tyr

Gly

250

Gly

Ala

Ala

Ala

330

Arg

Pro

Pro

Gly

Ala

410

Ser

Gly

Ala

Gly

235

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

315

Ala

Pro

Ser

Gly

Gly

395

Ala

Asp

Gly

ala

220

Ala

Ala

Arg

Fro

Fro

200

Gly

Ala

Ser

Ser

Gly

380

Gly

Ala

Thr

Arg

205

Gly

Pro

Ala

Pro

Ser

285

Gly

Gly

Ala

Asp

Ser

365

Giy

Asn

Ala

Tyr

120

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

270

Ser

Gly

Giy

Ala

Thr

350

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
430

Ser

Gly

Gly

Ala

255

Asp

Ser

Gly

Asn

Ala

335

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ala

415

Ala

Ser

Gly

Gly

240

Ala

Thr

Tvr

Asn

Gly

320

hla

Gly

Ser

Gly

Arg

400

Gly

Pro



Gly

Ala

Ser

465

Ser

Gly

Gly

Ala

Thr

545

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
625

Gly

Ala

450

Asp

Ser

Gly

aAsn

Ala

530

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ala

610

Ala

Gly

435

Ala

Thr

Iyr

Asn

Gly

515

Ala

Gly

Ser

Gly

Arg

595

Pro

Asn

Ala

Tyxr

Gly

Gly

500

Gly

Alsy

Ala

Ala

Arg

580

Pro

Pro

Gly
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Gly Gly

Ala Ala

Gly Ala
470

Ser Ala
485

Gly Arg

Axrg Pro

Gly Pro

Pro Gly

550

Ala Ala

565

Pro Ser

Ser Ser

Gly Gly

Gly Gly
630

Arg

Gly

455

Pro

Ala

Pro

Ser

Gly

535

Gly

Ala

Asp

Ser

Gly

615

Asn

Pro

440

Pro

Gly

Alsz

Ser

Ser

520

Gly

Ala

Thr

Tyr

600

Asn

Glv

23

Ser

Gly

Gly

ala

Asp

505

Ser

Gly

Asn

Ala

Tyr

585

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

490

Thr

Tyr

Asn

Gly

Ala

570

Gly

Ser

Gly

Arg

Ser

Gly

Asn

475

Ala

Tyr

Gly

Gly

Gly

555

Ala

Ala

Ala

Arg

Pro
635

Tyr

Asn

460

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

540

Arg

Gly

Pro

Ala

Pro

620

Ser

Gly

445

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

525

Arg

Pro

Pro

Gly

aAla

605

Ser

Ser

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

510

Ala

Pro

Ser

Gly

Gly

590

Ala

Asp

Ser

Ala

Arg

Pro

Pro

495

Gly

Ala

Ser

Ser

Gly

575

Gly

2la

Thr

Tyrx

Ala

Pro

Ser

480

Gly

Gly

Ala

Asp

Ser

560

Gly

Asn

Ala

Tyr

Gly
640
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REIVINDICACIONES

1. Proteina repetitiva con unidades de repeticibn que contiene la unidad de repeticion
PGSSAAAAAAAASGPGQGQGQGQGQGGRPSDTYG.

2. Proteina repetitva con unidades de repeticibn que contiene la unidad de repeticion
SAAAAAAAAGPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSSSYG.

3. Proteina repetitiva de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada por que contiene la secuencia de
aminoacidos SEC ID N°: 2.

4. Proteina repetitiva de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizada por que contiene la secuencia de
aminoacidos SEC ID N°: 4.

5. Una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones
1-4.

6. Un organismo huésped que contiene una secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 5.

7. Procedimiento para la produccién de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4,
caracterizado por que la proteina la produce un organismo huésped de manera correspondiente a la reivindicacion
6 y a continuacion se aisla.

8. El uso de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 en cosmética.

9. El uso de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 para la formulacién de principios
activos y sustancias de efecto.

10. El uso de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 para el acabado de papel, cuero
y materiales textiles.

11. El uso de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 para el revestimiento de
superficies.

12. El uso de una proteina repetitiva de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4 en alimentacion humana y
animal.
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Intensidad de fluorescenc

Intensidad de fluorescencia
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Extincion con 600 nm

Fig. 5
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Absorcion de agua [%]

Fig. 8
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