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DESCRIPCION

Solucion de polipéptido, método de produccion de fibra de polipéptido artificial que usa la misma, y método de
purificacién de polipéptido

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una solucion de polipéptido en la que un polipéptido se disuelve en un disolvente
en particular, y un método para producir una fibra de polipéptido artificial y un método para purificar un polipéptido
usando la misma.

Antecedentes de la técnica

Las fibras de seda de araia son fibras que presentan resistencia y capacidad de estiramiento, y se sabe que tienen
una dureza mas elevada que los aceros de alta traccion, fibras de Nylon 6 (marca comercial), y similares. Ademas,
presentan una ventaja porque no se usa aceite, material de partida y su lugar se puede usar biomasa. También se
han propuesto algunas fibras artificiales de seda de arafia. Por ejemplo, Documento de Patente 1 describe una fibra
obtenida usando, como solucién de hilado, una solucién en la que una proteina sintética obtenida a partir de
proteinas de seda de arafia natural se disuelve en hexafluoroisopropanol (HFIP), y la solucion se somete a hilado en
estado humedo.

Documento de la Técnica Anterior
Documento de Patente

Documento de Patente 1: JP 2004-503204 A
Divulgacion de la invencion

Problema a resolver con la invencion

Sin embargo, los disolventes convencionales tales como hexafluoroisopropanol (HFIP) que se usa para polipéptidos
artificiales obtenidos a partir de proteinas de seda de arafia natural son caros, y presentan problemas de seguridad.

Para resolver los problemas convencionales descritos anteriormente, la presente invencién proporciona una solucion
de polipéptido cuyo asunto presenta una solubilidad elevada y el propio disolvente tiene un coste reducido, y que
tiene un punto de ebullicion mayor que el del agua para permitir la disolucion a altas temperaturas y presenta una
seguridad elevada: y un método para producir una fibra de polipéptido artificial y un método para purificar un
polipéptido usando la misma.

Medios para resolver el problema

Una solucion de polipéptido de la presente invencion es una solucion de polipéptido en la que un polipéptido
obtenido a partir de proteinas de seda de arafia natural se disuelve en un disolvente, en la que el polipéptido es una
proteina de seda de arafia natural o una proteina de seda de arafia recombinante y el disolvente contiene al menos
uno seleccionado entre los siguientes (i)-(iii):

(i) Dimetil sulféxido;
(ii) Dimetil sulféxido con una sal inorganica; y
(iii) N,N-dimetilformamida con una sal inorganica; y

en la que, cuando la solucion de polipéptido es de un 100 % en masa, el porcentaje del polipéptido esta en un
intervalo de un 3 a un 45 % en masa.

Un método para producir una fibra de polipéptido artificial de la presente invencién es un método para producir una
fibra de polipéptido artificial que usa la solucién de polipéptido descrita anteriormente, que incluye: usar la solucion
de polipéptido como una solucién de fluido de hilado; y extruir la solucion de fluido de hilado de una hilera en un
liquido de coagulacién en un bafio de desolvatacion para eliminar un disolvente de la solucién de fluido de hilado y
formar una fibra para preparar un hilo no estirado, obteniendo de ese modo una fibra de polipéptido artificial.

Un método para purificar un polipéptido de la presente invencion es un método para purificar un polipéptido que usa
la solucién de polipéptido descrita anteriormente, que incluye: someter la solucion de polipéptido a tratamiento
térmico y a partir de ese momento eliminar una sustancia no disuelta en la misma.
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Efecto de la invencion

La solucién de polipéptido de la presente invencion es una solucién en la que un polipéptido (en lo sucesivo en el
presente documento, también denominado soluto) obtenido a partir de proteinas de seda de arafia natural se
disuelve en un disolvente. Mediante la adicion de al menos una sustancia seleccionada entre (i)-(iii) mencionados
anteriormente al disolvente, el soluto puede tener una solubilidad elevada, la solucién de polipéptido puede tener un
punto de ebullicidon elevado, que permite la disolucidon a temperaturas elevadas, y una seguridad elevada, y el coste
del propio disolvente se puede reducir. Si el soluto tiene una solubilidad elevada y es soluble a concentracion
elevada, la productividad de fibras y peliculas puede aumentar usando la solucidn de polipéptido como una solucién
de fluido de hilado. Si es posible la disolucién a temperaturas elevadas, la solucion de fluido de hilado se puede
ajustar de forma eficaz. Ademas, si el punto de ebullicion es mas elevado que el del agua, también se puede usar
como un disolvente de polimerizacion para producir una reacciéon de condensacion y deshidratacion. Si la seguridad
es elevada, la capacidad de trabajo de produccion puede aumentar, y ademas la aplicacion puede ser mas amplia.
Ademas, la solucién de polipéptido presenta capacidad de hilado, y por lo tanto es util para hilado en estado
himedo, pelicula fundida, etc. Ademas, los polipéptidos se pueden purificar facilmente usando la solucién de
polipéptido.

Breve descripcion de las figuras

[FIG. 1] La FIG. 1 ilustra un dispositivo de produccion en un ejemplo de la presente invencion.

[FIG. 2] Las FIGS. 2A y 2B ilustran dispositivos de produccion en otro ejemplo de la presente invencion. La
FIG. 2A muestra un dispositivo de hilado y un dispositivo de estiramiento en una primera etapa, y la FIG. 2B
muestra un dispositivo de estiramiento en una segunda etapa.

[FIG. 3] La FIG. 3 ilustra un dispositivo de produccion en otro ejemplo de la presente invencion.

[FIG. 4] Las FIGS. 4A y 4B ilustran dispositivos de produccion en otro ejemplo de la presente invencion. La
FIG. 4A muestra un dispositivo de hilado, y la FIG. 4B muestra un dispositivo de estiramiento.

[FIG. 5] La FIG. 5 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de las fibras
obtenidas en el Ejemplo 2 de la presente invencion.

[FIG. 6] La FIG. 6 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de las fibras
obtenidas en el Ejemplo 3 de la presente invencion.

[FIG. 7] La FIG. 7 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de las fibras
obtenidas en el Ejemplo 4 de la presente invencion.

[FIG. 8] La FIG. 8 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de las fibras
obtenidas en el Ejemplo 5 de la presente invencion.

[FIG. 9] La FIG. 9 es una curva de tensién-desplazamiento (deformacién) de un hilo estirado obtenido en el
Ejemplo 6 de la presente invencion.

[FIG. 10] La FIG. 10 es una curva de tension-desplazamiento (deformacién) de una sola fibra de las fibras
obtenidas en el Ejemplo 7 de la presente invencion.

[FIG. 11] La FIG. 11 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de fibras en un hilo
estirado primario obtenido en el Ejemplo 8 de la presente invencion.

[FIG. 12] La FIG. 12 es una curva de tension-desplazamiento (deformacion) de una sola fibra de fibras en un hilo
estirado secundario obtenido en el Ejemplo 8 de la presente invencion.

[FIG. 13] La FIG. 13 es una fotografia que muestra un resultado de electroforesis de SDS-PAGE de una proteina
obtenida en el Ejemplo 9 de la presente invencion.

[FIG. 14] La FIG. 14 es una fotografia que muestra un resultado de electroforesis de SDS-PAGE de una proteina
obtenida en el Ejemplo 10 de la presente invencion.

Descripcion de la invencion
1. Disolvente
(1) Seleccion del Disolvente Polar

Los inventores de la presente invencién examinaron qué tipo de disolventes podrian ser adecuados para disolver
polipéptidos obtenidos a partir de proteinas de seda de arafia natural para obtener una solucién de polipéptido, y
principalmente disolventes polares seleccionados para realizar experimentos de solubilidad. Como resultado, se
encontré que los disolventes que contenian cualquiera de las sustancias descritas en (i)-(ii) mencionados
anteriormente presentaban una solubilidad elevada de forma selectiva y permitian la disolucion a temperaturas
elevadas. Cuando la solucion de polipéptido es de un 100 % en masa, la concentracion del soluto (solubilidad) es un
3 % en masa (% en p/v) o superior, mas preferentemente un 15 % en masa o superior, y ademas preferentemente
un 40 % en masa o superior. Ademas, la concentracién del soluto es un 45 % en masa o inferior. El dimetil sulféxido
(DMSO) tiene un punto de fusion de 18,4 °C y un punto de ebullicion de 189 °C. La N,N-dimetilformamida (DMF)
tiene un punto de fusién de -61 °C y un punto de ebullicion de 153 °C. DMSO y DMF tienen puntos de ebullicion
mucho mas elevados que el del hexafluoroisopropanol (HFIP) y el de la hexafluoroacetona (HFAc) que tienen puntos
de ebullicion de 59 °C y -26,5 °C, respectivamente, que se han usado en métodos convencionales. Ademas, en vista
del hecho de que DMSO y DMF también se han usado en campos industriales en general para polimerizacion de
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fibras acrilicas y soluciones de hilado de fibras acrilicas, etc., y como disolventes para polimerizacion de poliimida,
son sustancias de bajo coste con una seguridad demostrada.

(2) Promotor de Disolucion

La adicién de una sal inorganica a DMSO o DMF es preferente porque aumenta adicionalmente la solubilidad del
soluto. La sal inorganica es preferentemente al menos una seleccionada entre haluros de metal alcalino (por
ejemplo, LiCl, LiBr, etc), haluros de metal alcalinotérreo (por ejemplo, CaCly, etc.), nitrato de metal alcalinotérreo (por
ejemplo, Ca(NOs),, etc.), y tiocianato (por ejemplo, NaSCN, etc.). Cuando el disolvente es de un 100 % en masa, el
porcentaje de la sal inorganica varia preferentemente de un 0,1 a un 20 % en masa.

(3) Pureza del Disolvente, Aditivo

El disolvente puede contener alcohol y/o agua ademas de las sustancias que se han descrito anteriormente en (i)-

(iii).

Cuando el disolvente es de un 100 % en masa, el porcentaje de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii) es
un 22 % en masa o superior y un 100 % en masa o inferior. El porcentaje restante puede contener alcohol. En la
descripciéon mencionada anteriormente, el "alcohol" es preferentemente un alcohol inferior con un indice de carbonos
de 1 a 6, y mas preferentemente al menos un tipo seleccionado entre el grupo que consiste en metanol, etanol, y 2-
propanol. En el caso de que contenga agua, el porcentaje de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii) es un
10 % en masa o superior y un 100 % en masa o inferior cuando el disolvente es de un 100 % en masa. El porcentaje
restante puede ser agua. El agua y el alcohol se pueden mezclar en conjunto.

2. Polipéptido

En la presente invencion, como polipéptido se usa, por ejemplo, un polipéptido obtenido a partir de proteinas de
seda de arafa natural. El polipéptido se obtiene a partir de proteinas de seda de arafia natural, y es una proteina de
seda de arafia natural o una proteina de seda de arafia recombinante tal como un analogo variante, derivado o
similar de las proteinas de seda de arafia natural. En términos de tenacidad excelente, el polipéptido se obtiene
preferentemente a partir de proteinas de seda dragline principal producida en las glandulas ampulares principales de
arafias. Los ejemplos de las proteinas de seda dragline principal incluyen las espidroinas MaSp1 y MaSp2
ampulares principales de Nephila clavipes, y ADF3 y ADF4 de Araneus diadematus, etc. Los ejemplos del
polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda dragline principal incluyen variantes, analogos, derivados o
similares de las proteinas de seda dragline principal. Ademas, el polipéptido se puede obtener a partir de proteinas
de seda flageliforme producida en glandulas flageliformes de arafias. Los ejemplos de las proteinas de seda
flageliforme incluyen proteinas de seda flageliforme obtenidas a partir de Nephila clavipes, etc.

Los ejemplos del polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda dragline principal incluyen un polipéptido que
contiene dos o mas unidades de una secuencia de aminoacidos representada con la férmula 1: REP1-REP2 (1),
preferentemente un polipéptido que contiene cinco o mas unidades de la misma, y mas preferentemente un
polipéptido que contiene diez 0 mas unidades de la misma. Como alternativa, el polipéptido obtenido a partir de
proteinas de seda dragline principal puede ser un polipéptido que contenga unidades de la secuencia de
aminoacidos representada con la formula 1: REP1-REP2 (1) y que tiene, en un extremo C-terminal, una la secuencia
de aminoacidos representada con cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 3 o una secuencia de aminoacidos que tiene
una homologia de un 90 % o superior con la secuencia de aminoacidos representada con cualquiera de las SEQ ID
NOS: 1 a 3. En el polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda dragline principal, las unidades de la secuencia
de aminoacidos representada con la formula 1: REP1-REP2 (1) pueden ser las mismas o pueden ser diferentes
entre si. En el caso de producir una proteina recombinante usando un microbio tal como Escherichia coli como un
hospedador, el peso molecular del polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda dragline principal es
preferentemente 500 kDa o inferior, mas preferentemente 300 kDa o inferior, y ademas preferentemente 200 kDa o
inferior, en términos de productividad.

En la férmula (1), el REP1 indica polialanina. En el REP1, el nimero de restos de alanina colocados en sucesion es
preferentemente 2 o mas, mas preferentemente 3 o mas, ademas preferentemente 4 o mas, y de forma
particularmente preferente 5 o mas. Ademas, en el REP1, el nimero de restos de alanina colocados en sucesion es
preferentemente 20 o menos, mas preferentemente 16 o menos, ademas preferentemente 12 o menos, y de forma
particularmente preferente 10 o menos. En la formula (1), el REP2 es una secuencia de aminoacidos formada por 10
a 200 restos de aminoacidos. El nimero total de restos de glicina, serina, glutamina y alanina contenidos en la
secuencia de aminoacidos es un 40 % o mas, preferentemente un 60 % o mas, y mas preferentemente un 70 % o
mas con respecto al nimero total de restos de aminoacidos contenidos en la misma.

En la seda dragline principal, el REP1 corresponde a una region cristalina en una fibra en la que se forma una lamina
B, y el REP2 corresponde a una region amorfa en una ciudad en la que la mayoria de las partes carecen de
configuraciones regulares y que tiene mas flexibilidad. Ademas, el [REP1-REP2] corresponde a una region de
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repeticion (secuencia repetitiva) formada por la region cristalina y la region amorfa, que es una secuencia
caracteristica de proteinas de seda dragline.

Una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 1 es idéntica a una secuencia de aminoacidos que
esta formada por 50 restos de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos de ADF3 en el extremo C-terminal
(N.° de Registro en NCBI: AAC47010, Gl: 1263287). Una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID
NO: 2 es idéntica a una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 1 de la que se han retirado 20
restos del extremo C-terminal. Una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 3 es idéntica a una
secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 1 de la que se han retirado 29 restos del extremo C-
terminal.

Un ejemplo del polipéptido de contiene las unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la férmula 1:
REP1-REP2 (1) y que tiene, en el extremo C-terminal, una secuencia de aminoacidos representada con cualquiera
de las SEQ ID NOS: 1 a 3 o una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 90 % o mas con la
secuencia de aminoacidos representada con cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 3 es un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 8. El polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
representada con la SEQ ID NO: 8 se obtiene mediante la siguiente mutacion: en una secuencia de aminoacidos de
ADF3 (N.° de Registro en NCBI: AAC47010, Gl: 1263287) a cuyo extremo N-terminal se le ha afadido una
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de
reconocimiento de Proteasa HRV3C (Proteasa 3C de rinovirus Humano), las regiones repetitivas 12 a 132
aproximadamente se han duplicado y la traducciéon termina en el 1154° resto del aminoacido. En el polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 8, la secuencia en el extremo C-terminal es
idéntica a la secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 3.

Ademas, el polipéptido que contiene las unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la férmula 1:
REP1-REP2 (1) y que tiene, en el extremo C-terminal, una secuencia de aminoacidos representada con cualquiera
de las SEQ ID NOS: 1 a 3 o una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de un 90 % o mas con la
secuencia de aminoacidos representada con cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 3 puede ser una proteina que tenga
una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 8 en la que uno o una pluralidad de aminoacidos se
han sustituido, sometido a delecion, insertado y/o afiadido y que tiene una region repetitiva formada por una region
cristalina y una region amorfa. En la presente invencion, "uno o una pluralidad de" se refiere a 1 a 40, 1 a 35, 1 a 30,
1a25,1a20,1a15,1a10, 01 0 unos pocos, por ejemplo. Ademas, en la presente invencion, "uno o unos pocos"
serefiereal1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,1a3,1a2,01.

Ademas, un ejemplo del polipéptido que contiene dos o mas unidades de la secuencia de aminoacidos representada
con la formula 1: REP1-REP2 (1) es una proteina recombinante obtenida a partir de ADF4 que tiene una secuencia
de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 15. La secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID
NO: 15 es una secuencia de aminoacidos obtenida por adicién de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5)
formada por un codon de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de reconocimiento de Proteasa HRV3C (Proteasa 3C
de rinovirus Humano), al extremo N-terminal de una secuencia de aminoacidos parcial de ADF4 obtenida a partir de
la base de datos de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAC47011, GI: 1263289). Ademas, el polipéptido que contiene
dos o mas unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la formula 1: REP1-REP2 (1) puede ser un
polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 15 en la que uno o una
pluralidad de aminoacidos se han sustituido, sometido a delecién, insertado y/o afiadido y que tiene una region
repetitiva formada por una region cristalina y una regién amorfa. Ademas, un ejemplo del polipéptido que contiene
dos o mas unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la formula 1: REP1-REP2 (1) es una proteina
recombinante obtenida a partir de MaSp2 que tiene una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID
NO: 17. La secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 17 es una secuencia de aminoacidos
obtenida por adicion de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10 etiquetas
de His y un sitio de reconocimiento de Proteasa HRV3C (Proteasa 3C de rinovirus Humano), al extremo N-terminal
de una secuencia parcial de MaSp2 obtenida a partir de la base de datos de la pagina web NCBI (N.° de Registro en
NCBI: AAT75313, Gl: 50363147). Ademas, el polipéptido que contiene dos o mas unidades de la secuencia de
aminoacidos representada con la formula 1: REP1-REP2 (1) puede ser un polipéptido que tenga una secuencia de
aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 17 en la que uno o una pluralidad de aminoacidos se han sustituido,
sometido a delecion, insertado y/o afiadido y que tiene una region repetitiva formada por una region cristalina y una
region amorfa.

Los ejemplos del polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda flageliforme incluyen un polipéptido que contiene
10 o mas unidades de una secuencia de aminoacidos representada con la formula 2: REP3 (2), preferentemente un
polipéptido que contiene 20 o mas unidades de los mismos, y mas preferentemente un polipéptido que contiene 30 o
mas unidades de los mismos. En el caso de producir una proteina recombinante usando un microbio tal como
Escherichia coli como un hospedador, el peso molecular del polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda
flageliforme es preferentemente 500 kDa o inferior, mas preferentemente 300 kDa o inferior, y ademas
preferentemente 200 kDa o inferior, en términos de productividad.
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En la férmula (2), el REP 3 indica una secuencia de aminoacidos formada por Gly-Pro-Gly-Gly-X, en la que X indica
un aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Ala, Ser, Tyry Val.

Una caracteristica principal de la seda de arana es que la seda flageliforme no tiene una region cristalina, pero tiene
una region repetitiva formada por una regién amorfa. Dado que la seda dragline principal y similares tienen una
region repetitiva formada por una region cristalina y una region amorfa, se espera que ambas tengan tension y
capacidad de estiramiento elevados. Al mismo tiempo, al igual que la seda flageliforme, aunque la tensién es inferior
a la de la seda dragline principal, la capacidad de estiramiento es elevada. Se considera que la razén para que esto
se produzca es que la mayor parte de la seda flageliforme esta formada por regiones amorfas.

Un ejemplo del polipéptido que contiene 10 o mas las unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la
férmula 2: REP3 (2) es una proteina recombinante obtenida a partir de proteinas de seda flageliforme que tiene una
secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID NO: 19. La secuencia de aminoacidos representada con la
SEQ ID NO: 19 es una secuencia de aminoacidos obtenida por combinacién de una secuencia parcial de proteina de
seda flageliforme de Nephila clavipes obtenida a partir de la base de datos de NCBI (N.° de Registro en NCBI:
AAF36090, Gl: 7106224), de forma especifica, una secuencia de aminoacidos de la misma desde el 1220° resto al
1659° resto desde el extremo N-terminal que corresponde a secciones y motivos repetitivos (denominados
secuencia PR1), con una secuencia parcial de proteina de seda flageliforme de Nephila clavipes obtenida a partir de
la base de datos de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAC38847, Gl: 2833649), de forma especifica, una secuencia
de aminoacidos del extremo C-terminal de la misma desde el 816° resto al 907° resto del extremo C-terminal, y a
partir de ese momento afadiendo la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10
etiquetas de His y un sitio de reconocimiento de Proteasa HRV3C, al extremo N-terminal de la secuencia combinada.
Ademas, el polipéptido que contiene 10 o mas las unidades de la secuencia de aminoacidos representada con la
férmula 2: REP3 (2) puede ser un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos representada con la SEQ ID
NO: 19 en la que uno o una pluralidad de aminoacidos se han sustituido, sometido a delecion, insertado y/o afiadido
y que tenga una region repetitiva formada por una regién amorfa.

El polipéptido se puede producir usando un hospedador que se ha transformado mediante un vector de expresion
que contiene un gen que codifica un polipéptido. Un método para producir un gen no esta limitado en particular, y se
puede producir mediante amplificacion de un gen que codifica una proteina de seda de arafia natural de una célula
obtenida a partir de arafias mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), etc., y clonandolo, o se puede
sintetizar de forma cinica. Ademas, un método para sintetizar un gen por via quimica no esta limitado en particular, y
se puede sintetizar como sigue a continuacién, por ejemplo: basandose en informacion de secuencias de
aminoacidos de proteinas de seda de arafia natural obtenidas a partir de la base de datos de la pagina web de
NCBI, etc., oligonucledtidos que se han sintetizado de forma automatica con AKTA oligopilot plus 10/100 (GE
Healthcare Japan Corporation) se unen mediante PCR, etc. En este momento, para facilitar la purificacion y
observacion de la proteina, es posible sintetizar un gen que codifica una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos descrita anteriormente en el extremo N-terminal del cual se ha afiadido
una secuencia de aminoacidos formada por un codoén de inicio y 10 etiquetas de His.

Los ejemplos del vector de expresion incluyen un plasmido, un fago, un virus, y similares que pueden expresar
proteina basandose en una secuencia de ADN. El vector de expresion de tipo plasmido no esta limitado en particular
siempre y cuando permita la expresion de un gen diana en una célula hospedadora y que se pueda amplificar por si
mismo. Por ejemplo, en el caso del uso de la cepa Rosetta de Escherichia coli (DE3) como hospedador, se puede
usar un vector plasmido pET22b(+), un vector plasmido pCold, y similares. Entre estos, en términos de productividad
de proteina, es preferente usar el vector plasmido pET22b(+). Los ejemplos del hospedador incluyen células
animales, células vegetales, microbios, etc.

El polipéptido usado en la presente invencion es preferentemente un polipéptido obtenido a partir de ADF3, que es
una de dos proteinas de seda dragline principales de Araneus diadematus. Este polipéptido tiene las ventajas de
tener basicamente una resistencia-elongacion y dureza elevadas y que se puede sintetizar facilmente.

3. Solucién de Polipéptido
(1) Preparacion de Solucion de Polipéptido

La soluciéon de polipéptido se prepara por adicién de un disolvente al polipéptido descrito anteriormente. El disolvente
contiene cualquiera de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii). Como alternativa, el disolvente contiene,
ademas de cualquiera de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii), agua y/o alcohol. La solucion de
polipéptido se puede usar como una solucién de fluido de hilado. La solucién de fluido de hilado es util para hilado en
estado humedo, una soluciéon de pelicula fundida, etc. La solucion de fluido de hilado se produce ajustando la
viscosidad de la solucion de polipéptido para su hilado. Por ejemplo, la viscosidad de la solucion de polipéptido se
ajusta de 10" a 10 Pa.s (Pascal por segundo) para obtener la solucion de fluido de hilado. La viscosidad de la
solucion de polipéptido se puede ajustar, por ejemplo, ajustando la concentracion del polipéptido en la solucion. La
viscosidad de la solucion de polipéptido se mide, por ejemplo, usando el "Viscosimetro EMS" (nombre de producto)
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fabricado por Kyoto Electronics Manufacturing Co., Ltd. Obsérvese que la soluciéon de polipéptido de la presente
invencion puede contener componentes inevitables, tales como impurezas contenidas en el polipéptido.

(2) Polimerizacién de Polipéptido usando Solucion de Polipéptido

El punto de ebullicion de la solucién de fluido de hilado de la presente invencion es mas elevado que el del agua, y
por lo tanto es adecuado para producir una reaccion de condensacion y deshidratacion en la misma. Por ejemplo,
antes de usar la solucién para hilado en estado humedo, pelicula fundida, y similares, la polimerizacion de los
polipéptidos disueltos en la soluciéon de polipéptido a través de condensacion y deshidratacion aumenta la longitud
de los polipéptidos, aumentando de ese modo la resistencia y la dureza de las fibras y peliculas que se van a
obtener. La adicion del disolvente que contiene cualquiera de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii) para
el polipéptido descrita anteriormente y el calentamiento de la solucién a 100 °C o una temperatura mas elevada
produce la condensacion y deshidratacion entre polipéptidos, dando como resultado la polimerizacion de los
polipéptidos. En este momento, mediante la induccién de la reaccion en las condiciones de reflujo, deformacion
reducida, condiciones de vacio, etc., la eficacia de la polimerizaciéon puede aumentar. Ademas, la eficacia de la
polimerizacién puede aumentar radicalmente usando un catalizador de condensacion y deshidratacion conocido en
combinacion. Cuando los polipéptido se polimerizan a través de la reaccidon de condensacion y deshidratacion
usando la solucién de polipéptido, de forma deseable una cadena y padre polipéptido se amplia mediante
condensacion y deshidratacion entre un grupo NHz de un terminal molecular polipeptidico y un grupo COOH de otro
terminal molecular polipeptidico. Por lo tanto, las cadenas laterales de un polipéptido a usar contienen
preferentemente unos pocos grupos funcionales (grupo NH;, grupo COOH, grupo OH, grupo SH) si fuera posible, y
lo mas preferentemente no contienen grupo funcional. El nimero de estos grupos funcionales se puede ajustar
mediante el ajuste del porcentaje de aminoacidos a usar. La solucién de polipéptido que se ha sometido a la
reaccion de polimerizacion descrita anteriormente se puede usar directamente, o se puede diluir de forma apropiada
mediante la adicion de las sustancias descritas anteriormente en (i)-(iii), alcohol etilico, alcohol metilico, agua, o
similares, para hilado en estado hiumedo, produccién de pelicula fundida, etc.

4. Hilado - Estiramiento en Estado Himedo
(1) Hilado en Estado Himedo

El hilado en estado humedo se adopta para hilado. Con este método, el disolvente que disuelve un polimero se
elimina de una solucion de fluido de hilado (también se denomina desolvatacidon o coagulacion), mediante lo cual se
forman fibras y se obtiene un hilo no estirado. Un liquido de coagulacién para su uso para hilado en estado hiumedo
no esta limitado en particular siempre y cuando permita la desolvatacion. Preferentemente, el liquido de coagulacion
para eliminar un disolvente y formar fibras es un alcohol inferior con un indice de carbonos de 1 a 5, tal como
metanol, etanol y 2-propanol, o acetona. De forma adecuada se puede afiadir agua. La temperatura del liquido de
coagulacion es preferentemente 5-30 °C. Este intervalo estabiliza el hilado. Mediante la extrusion de la solucion de
hilado de una hilera descrita anteriormente en el liquido de coagulacién en un bafio de desolvatacion, se obtiene un
hilo no estirado. En el caso de usar una bomba de jeringa con una boquilla de 0,1-0,6 mm de diametro, la velocidad
de extrusiones preferentemente 0,2-6,0 ml/h para un orificio. Una velocidad de extrusién mas preferente es 1,4-
4,0 ml/h para un orificio. Este intervalo estabiliza el hilado. Es preferente que la longitud del bafio de desolvatacion
(bafio de liquido de coagulacion) sea de 200-500 mm, la velocidad de entrada del hilo no estirado es 1-14 m/min, y el
tiempo de permanencia es 0,01-0,15 min. Una velocidad de entrada del hilo no estirado mas preferente es 1-
3 m/min. Estos intervalos permiten una desolvatacion eficaz. El estiramiento (estiramiento previo) se puede realizar
en el liquido de coagulacion. Sin embargo, teniendo en cuenta la evaporacion de un alcohol inferior, es preferente
mantener el liquido de coagulacién a baja temperatura para que los hilos entren en un estado no estirado.

(2) Estiramiento

El estiramiento se puede realizar en una etapa o en dos o mas etapas (estiramiento en multiples etapas). Dado que
es menos probable que las moléculas de los polipéptidos obtenidos a partir de proteinas de seda de arafa natural se
puedan orientar, el estiramiento en multiples etapas se realiza con el fin de orientar las moléculas en etapas y
aumentar la proporcién de estiramiento total. En consecuencia, se pueden obtener fibras con una dureza elevada.

Las FIGS. 1y 2 son ejemplos del estiramiento en multiples etapas. La FIG. 1 muestra un proceso continuo de hilado
y estiramiento. Un dispositivo de hilado-estiramiento 10 incluye una extrusora 1, un dispositivo de produccién de hilo
no estirado 2, un dispositivo de estiramiento con calor himedo 3, y un dispositivo de estiramiento con calor seco 4.
Una solucién de hilado 6 se almacena en un tanque de almacenamiento 7 y se extruye de una hilera 9 con una
bomba de engranaje 8. En una escala de laboratorio, una soluciéon de hilado se puede llenar en un cilindro y se
extruye desde una boquilla usando una bomba de jeringa. La solucién de hilado extruida se suministra directamente
o a través de un espacio libre 19 en un liquido de coagulacion 11 en un bafio de liquido de coagulacion 20, para
eliminar un disolvente. A partir de ese momento, un hilo no estirado obtenido se suministra en agua caliente 12 en un
bafio de estiramiento 21 y se somete a una primera etapa de estiramiento. La proporcion de estiramiento depende
de la proporcion de velocidad entre un rodillo de prensa de suministro 13 y un rodillo de prensa de entrada 14. A
continuacion, el hilo se suministra a un dispositivo de estiramiento con calor seco 17 y se somete a la segunda etapa
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de estiramiento dentro de una guia 22, de modo que se prepara un rollo de hilo 5. La proporcién de estiramiento
depende de la proporcion de velocidad entre un rodillo de prensa de suministro 15 y un rodillo de prensa de entrada
16. 18a a 18f son guias de hilo.

Las FIGS. 2A y 2B son un ejemplo del estiramiento en dos etapas. La FIG. 2A muestra un dispositivo de hilado 30 y
un dispositivo de estiramiento en una primera etapa 40, y la FIG. 2B muestra un dispositivo de estiramiento en una
segunda etapa 50. En cada dispositivo, Unico se puede enrollar, o se puede almacenar en un contenedor sin ser
enrollado. En el dispositivo de hilado 30, una solucion de hilado 32 esta contenida en una microjeringa 31 y se
mueve en una direccion indicada por una flecha P usando una bomba de jeringa, a través de la cual la solucion de
hilado 32 se extruye desde una boquilla 33 y se suministra en un liquido de coagulacion 35 en un bafio de liquido de
coagulacion 34. Por lo tanto, se prepara un hilo no estirado 36. Posteriormente, en el dispositivo de estiramiento en
una primera etapa 40, el hilo no estirado 36 se suministra en agua caliente 38 en un bafio de estiramiento 37 y se
somete a una primera etapa de estiramiento, a través de la cual se prepara un rollo de hilo 39 del hilo estirado de la
primera etapa. La proporcién de estiramiento depende de la proporcién de velocidad entre un rodillo de prensa de
suministro 41 y un rodillo de prensa de entrada 42. A continuacion, el hilo estirado en la primera etapa se desenrolla
del rollo de hilo 39, se suministra a un dispositivo de estiramiento con calor seco 43, y se somete a la segunda etapa
de estiramiento dentro de una guia 47. La proporcion de estiramiento depende de la proporcion de velocidad entre
un rodillo de prensa de suministro 45 y un rodillo de prensa de entrada 46. A continuacion, el hilo estirado se enrolla
en forma de un rollo de hilo 44.

Las FIGS. 3 y 4 son ejemplos del estiramiento en una etapa. La FIG. 3 muestra un proceso continuo de hilado y
estiramiento. Un dispositivo de hilado-estiramiento 60 incluye una extrusora 61, un dispositivo de produccién de hilo
no estirado 62, y un dispositivo de estiramiento con calor seco 63. Una solucién de hilado 66 se almacena en un
tanque de almacenamiento 67 y se extruye de una hilera 69 con una bomba de engranaje 68. En una escala de
laboratorio, una solucién de hilado se puede llenar en un cilindro y se extruye desde una boquilla usando una bomba
de jeringa. La solucion de hilado extruida se suministra directamente o a través de un espacio libre 73 en un liquido
de coagulacién 71 en un bafo de liquido de coagulaciéon 72, para eliminar un disolvente. A continuaciéon, un hilo no
estirado obtenido se suministra en un dispositivo de estiramiento con calor seco 77 y se estira dentro de una guia 78,
de modo que se prepara un rollo de hilo 64. La proporcion de estiramiento depende de la proporciéon de velocidad
entre un rodillo de prensa de suministro 75 y un rodillo de prensa de entrada 76. 74a a 74f son guias de hilo.

Las FIGS. 4A y 4B ilustran un caso en el que el hilado y el estiramiento se separan. La FIG. 4A muestra un
dispositivo de hilado 80, y la FIG. 4B muestra un dispositivo de estiramiento 90. En cada dispositivo, un hilo se
puede enrollar, o se puede almacenar en un contenedor sin ser enrollado. En el dispositivo de hilado 80, una
solucion de hilado 82 esta contenida en una microjeringa 81, se mueve en una direccion indicada por una flecha P
usando una bomba de jeringa, se extruye desde una boquilla 83, y se suministra en un liquido de coagulacién 85 en
un bafo de liquido de coagulacion 84. Por lo tanto, se prepara un rollo de hilo 86 del hilo no estirado.
Posteriormente, en el dispositivo de estiramiento 90, el hilo no estirado se desenrolla del rollo de hilo 86, se
suministra a un dispositivo de estiramiento con calor seco 89, y se estira dentro de una guia 91. La proporcion de
estiramiento depende de la proporcion de velocidad entre un rodillo de prensa de suministro 87 y un rodillo de
prensa de entrada 88. A continuacion, el hilo estirado se enrolla en forma de un rollo de hilo 92. Por lo tanto, se
obtiene un hilo estirado.

El diametro de la fibra de polipéptido artificial obtenida en el hilado - estiramiento en estado himedo varia
preferentemente de 5 a 100 um. Este intervalo permite una produccion de fibra estable. El diametro de la fibra varia
mas preferentemente de 8 a 50 um, y ademas varia preferentemente de 10 a 30 um. La seccion transversal de la
fibra de polipéptido artificial obtenida en el hilado - estiramiento en estado hiumedo no esta limitada a una forma
redonda y puede tener varias formas. Por lo tanto, diametro de la fibra, como se usa en el presente documento, se
refiere a un diametro medio bajo la suposicion de que la seccién transversal es redonda.

5. Pelicula Fundida

La solucion de polipéptido de la presente invencién se puede formar en una pelicula fundida como una solucién de
fluido de hilado. Por ejemplo, la solucién de fluido de hilado se puede fundir con un grosor determinado previamente
en una placa que sea resistente al disolvente en la solucion de fluido de hilado tal como una placa de vidrio, y el
disolvente se elimina de la pelicula fundida, de modo que se obtiene una pelicula de polipéptido artificial. Para fundir
la solucién de fluido de hilado con un grosor determinado previamente, la solucién se funde con un grosor de varios
micrémetros o mas usando una plantilla tal como una espatula rascadora y una espatula de cuchillo, y a partir de ese
momento el disolvente se elimina secandolo a deformacion reducida o sumergiéndolo en un bafio de desolvatacion.
Por lo tanto, se obtiene una pelicula fundida.

6. Reticulacion
Para la fibra de polipéptido artificial o la pelicula de la presente invencion, se pueden formar reticulaciones por via

quimica entre moléculas de polipéptido. Los ejemplos de grupos funcionales que se pueden usar para la reticulacion
del polipéptido incluyen grupos amino, grupos carboxilo, grupos tiol, y grupos hidroxi, aunque no se limitan a los
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mismos. Un grupo amino de una cadena lateral de lisina contenido en un polipéptido se puede reticular con un grupo
carboxilo de una cadena lateral de acido glutamico o de un acido aspartico a través de enlaces amida mediante
condensacion y deshidratacion. Las reticulaciones se pueden formar mediante una reaccion de condensacion y
deshidratacién calentando al vacio, o con un agente de condensacion y deshidratacion tal como carbodiimida.

Ademas, se puede usar un agente de reticulacion tal como glutaraldehido. Ademas, una enzima tal como
transglutaminasa se puede usar para formar reticulaciones. Como un ejemplo, una reaccion de reticulacion se puede
producir usando un agente de reticulacion tal como carbodiimida, glutaraldehido, y resina epoxi polifuncional (Como
un ejemplo, "Denacol" (nombre de producto) fabricado por Nagase ChemteX Corporation). La carbodiimida se
representa con la férmula general: R'N=C=NR? (en la que R’ y R”indica un grupo inorganico que contiene un grupo
alquilo con un indice de carbonos de 1 a 6, o un grupo cicloalquilo), y compuestos especificos de la misma incluyen
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-ciclohexil-3-
(2-morfolinoetil)carbodiimida, diisopropil carbodiimida (DIC), etc. Entre estos, EDC y DIC son preferentes porque
presentan una alta capacidad para formar enlaces amida de cadenas peptidicas y por lo tanto producen reacciones
de reticulacion facilmente. Con respecto al tratamiento de reticulacion, las reticulaciones se pueden formar mediante
la adicion de un agente de reticulacion a una solucion de fluido de hilado, o aplicando un agente de reticulacion a
hilos estirados y sometiendo los hilos a secado con calor a vacio. El agente de reticulacion se puede aplicar a fibras
en una forma pura (100 % en masa), o se puede diluir usando un alcohol inferior con un indice de carbonos de 1 a 5,
solucién tampon o similares, y a partir de ese momento se puede aplicar a fibras a una concentracion de un 0,005 %
a un 10 % en masa. Con respecto a las condiciones para el tratamiento, la temperatura es preferentemente de 20 °C
a 45°C y el tiempo es de 3 a 42 horas. El tratamiento de reticulacion usando el agente de reticulacion aumenta la
resistencia, dureza, resistencia quimica, etc., de las fibras artificiales estiradas de polipéptido.

7. Método de Purificacion de Polipéptido

Los polipéptidos se pueden purificar usando la solucién de polipéptido descrita anteriormente. Especialmente cuando
los polipéptidos son proteinas insolubles, se puede obtener un efecto elevado. En la presente invencién, "proteinas
insolubles" se refiere a proteinas insolubles en agua, es decir, proteinas con alta hidrofobia de forma especifica, la
solucion de polipéptido se prepara por adicion del disolvente que contiene cualquiera de las sustancias mencionadas
anteriormente (i)-(iii) al polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda de arafia natural, disolviendo el polipéptido
mediante tratamiento térmico y recogiendo un sobrenadante. Las condiciones para el tratamiento térmico no estan
limitadas en particular siempre y cuando las proteinas insolubles se puedan disolver pero no se descompongan. Por
ejemplo, la temperatura del tratamiento térmico es preferentemente 45 °C o superior, y mas preferentemente 50 °C o
superior, en términos de solubilidad. Ademas, en términos de supresion de la descomposicion, la temperatura del
tratamiento térmico es preferentemente 100 °C o inferior, y mas preferentemente 95 °C o inferior. El tiempo de
tratamiento térmico es preferentemente de 15 a 300 minutos, y mas preferentemente de 30 a 180 minutos, por
ejemplo. Ademas, la recogida de un sobrenadante no esta limitada en particular siempre y cuando se pueda separar
un precipitado. Para facilitar la manipulacién, la separacién se realiza preferentemente a través de filtraciéon o
centrifugacion. La separacion a través de filtracion se puede realizar usando un papel de filtro, una membrana de
filtracion, etc., por ejemplo. Las condiciones para la centrifugacion no estan limitadas en particular, y se puede
realizar a 11000 x g durante 5 minutos, por ejemplo.

Cuando el polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda de arafa natural es una proteina de seda de arafia
recombinante, es preferente lavar la proteina de seda de arafia recombinante con un tensioactivo aniénico tal como
SDS antes de la adiciéon de un disolvente, en términos de aumentar el grado de purificacion. De forma especifica,
una célula hospedadora que expresa la proteina de seda de arafia recombinante se interrumpe para extraer, como
precipitado, una fraccién de proteina insoluble que contiene la proteina de seda de arafia recombinante, y la proteina
insoluble extraida que contiene la proteina de seda de arafia recombinante se lava con un tensioactivo aniénico.

Como se ha descrito anteriormente, dado que la solucién de polipéptido en la que el polipéptido obtenido a partir de
proteinas de seda de arafia natural se disuelve en el disolvente descrito anteriormente se puede usar como una
solucién de fluido de hilado, no es necesario convertir en polvo mediante liofilizacién la solucién de polipéptido
purificado de acuerdo con el método de purificacion de polipéptidos mencionado anteriormente, y se puede usar
directamente para una solucién de fluido de hilado.

Ejemplos

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira con detalles adicionales por medio de
ejemplos. Obsérvese que la presente invencion no esta limitada a los siguientes ejemplos.

(Proteina de Seda de Arafia Recombinante)
< Sintesis Genética >

(1) Sintesis Genética de ADF3Kai
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Una secuencia de aminoacidos parcial de ADF3, que es una de las dos proteinas de seda principal de Araneus
diadematus, se obtuvo en la base de datos de la pagina web de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAC47010, GlI:
1263287), y la sintesis de un gen que codifica una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6) se externalizd a
GenScript, Inc. La secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6) es una secuencia de aminoacidos obtenida por adicién
de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de
reconocimiento de Proteasa HRV3C (Proteasa 3C de rinovirus Humano), al extremo N-terminal de dicha secuencia
de aminoacidos parcial de ADF3. En consecuencia, se obtuvo un vector pUC57 al que se le habia introducido un gen
de ADF3Kai que tiene una secuencia de bases representada con la SEQ ID NO: 7 (que tiene un sitio Nde |
inmediatamente cadena arriba del extremo en la posicion 5’ terminal del gen y un sitio Xba | inmediatamente cadena
abajo del extremo en la posiciéon 5’ terminal de la misma). A partir de ese momento, dicho gen se sometié a un
tratamiento de restriccion enzimatica con Nde | y EcoR |, y se recombiné en un vector de expresion pET22b(+).

(2) Sintesis Genética de ADF3Kai-Large

La mitad de la secuencia genética de ADF3Kai en el lado en el extremo 5 (denominada en lo sucesivo en el
presente documento secuencia A) se amplifico mediante reaccion de PCR usando ADF3Kai como molde, y un
cebador promotor T7 (SEQ ID NO: 11) y un cebador Rep Xba | (SEQ ID NO: 12). El fragmento de ADN obtenido de
la secuencia A se recombiné en un vector pUC118 que previamente se habia sometido a tratamiento de restriccion
enzimatica con Nde | y Xba | usando un Kit de Clonacion Mighty (fabricado por TAKARA BIO INC.). De forma
analoga, la mitad de la secuencia genética de ADF3Kai en el lado en el extremo 3’ (denominada en lo sucesivo en el
presente documento secuencia B) se amplifico mediante reaccion de PCR usando ADF3Kai como molde, y un
cebador Xba | Rep (SEQ ID NO: 14) y un cebador terminador T7 (SEQ ID NO: 13). El fragmento de ADN obtenido de
la secuencia B se recombiné en un vector pUC118 que previamente se habia sometido a tratamiento de restriccion
enzimatica con Xba | y EcoR | usando el Kit de Clonacién Mighty (fabricado por TAKARA BIO INC.). El vector
pUC118 en el que se habia introducido la secuencia A y el vector pUC118 en el que se habia introducido la
secuencia B se sometieron al tratamiento de restriccion enzimatica con Ndel, Xba | y Xba |, EcoRI,
respectivamente, y los fragmentos de ADN diana de las secuencias A y B se purificaron mediante corte en gel. Los
fragmentos de ADN A, B y el vector pET22b(+) que previamente se habia sometido a tratamiento de restriccion
enzimatica con Nde | y EcoR | se sometieron a una reaccion de ligacion y se transformaron en DH5a de Escherichia
coli. Después de confirmar la insercion de los fragmentos de ADN diana mediante una PCR de colonias usando un
cebador promotor T7 y un cebador terminador T7, el plasmido se extrajo de una colonia en la que se obtuvo un
tamafio de banda diana (3,6 kpb), y toda la secuencia de bases se comprobd mediante una reaccion de secuencias
que usa un Analizador Genético 3130 x 1 (Applied Biosystems). En consecuencia, se confirmé la construccion de un
gen de ADF3Kai-Large representado con la SEQ ID NO: 9. La secuencia de aminoacidos de ADF3Kai-Large es tal
como se representa con la SEQ ID NO: 4.

(3) Sintesis Genética de ADF3Kai-Large-NRSH1

Con un vector pET22b(+) en el que se habia introducido como molde el gen de ADF3Kai-Large obtenido
anteriormente, a través de Mutagénesis Dirigida al Sitio usando un Kit Basal de MutaGénesis PrimeSTAR (Fabricado
por TAKARA BIO INC.), un codén GGC correspondiente al 1155° resto de aminoacido, es decir, glicina (Gly), en la
secuencia de aminoacidos de ADF3Kai-Large (SEQ ID NO: 4) se muté en un codén de parada TAA, y un gen de
ADF3Kai-Large-NRSH1 representado con la SEQ ID NO: 10 se construyé en el vector pET22b(+). La precision de la
introduccion de la mutacién se comprobé mediante la reacciéon de secuencias que usa the Analizador Genético 3130
x 1 (Applied Biosystems). La secuencia de aminoacidos de ADF3Kai-Large-NRSH1 es tal como se representa con la
SEQ ID NO: 8.

(4) Sintesis Genética de ADF4Kai

Una secuencia de aminoacidos parcial de ADF4, que es una de las dos proteinas de seda principal de Araneus
diadematus, se obtuvo en la base de datos de la pagina web de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAC47011, GlI:
1263289), y se sintetizé un gen que codifica una proteina ADF4Kai que tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ
ID NO: 15). La secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 15) es una secuencia de aminoacidos obtenida por adicion
de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de
reconocimiento de Proteasa HRV3C, al extremo N-terminal de dicha secuencia de aminoacidos parcial de ADF4. En
consecuencia, se obtuvo un vector pUC57 al que se le habia introducido un gen de ADF4Kai que tiene una
secuencia de bases representada con la SEQ ID NO: 16 (que tiene un sitio Nde | inmediatamente cadena arriba del
extremo en la posicion 5’ terminal del gen y un sitio Xba | inmediatamente cadena abajo del extremo en la posicion 5’
terminal de la misma). A partir de ese momento, dicho gen se sometié a un tratamiento de restriccion enzimatica con
Nde | y EcoR |, y se recombin6 en un vector de expresion pET22b(+). Por lo tanto, se obtuvo un vector pET22b(+) al
que se le habia introducido el gen ADF4Kai.

(5) Sintesis Genética de MaSp2_N

Una secuencia de aminoacidos parcial de la espidroina ampular principal (MaSp2) de Nephila clavipes se obtuvo en
la base de datos de la pagina web de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAT75313, Gl: 50363147), y se sintetizé un
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gen que codifica una proteina MaSp2_N que tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 17). La secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 17) es una secuencia de aminoacidos obtenida por adicion de la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un codén de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de reconocimiento de
Proteasa HRV3C, al extremo N-terminal de dicha secuencia de aminoacidos parcial de MaSp2_N. En consecuencia,
se obtuvo un vector pUC57 al que se le habia introducido un gen MaSp2_N que tiene una secuencia de bases
representada con la SEQ ID NO: 18 (que tiene un sitio Nde | inmediatamente cadena arriba del extremo en la
posicion 5’ terminal del gen y un sitio Xba | inmediatamente cadena abajo del extremo en la posiciéon 5’ terminal de la
misma). A partir de ese momento, dicho gen se sometié a un tratamiento de restriccién enzimatica con Nde | y
EcoR |, y se recombiné en un vector de expresion pET22b(+). Por lo tanto, se obtuvo un vector pET22b(+) al que se
le habia introducido el gen MaSp2_N.

(6) Sintesis Genética de Flag_92_short2

Una secuencia parcial de proteina de seda flageliforme de Nephila clavipes se obtuvo en la base de datos de la
pagina web de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAF36090, Gl: 7106224), y se seleccion6 la secuencia de
aminoacidos del 1220° resto al 1659° resto del extremo N-terminal, que corresponde a secciones y motivos
repetitivos (denominada secuencia PR1). Ademas, una secuencia parcial de proteina de seda flageliforme de
Nephila clavipes se obtuvo en la base de datos de la pagina web de NCBI (N.° de Registro en NCBI: AAC38847, GlI:
2833649), y se selecciond la secuencia de aminoacidos en el extremo C-terminal del 816° resto al 907° resto del
extremo C-terminal (denominada NR C-terminal). Se sintetizé un gen que codifica una proteina Flag_92_short2 que
tiene una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 19). La secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 19) es una
secuencia de aminoacidos obtenida por adicién de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5) formada por un
codon de inicio, 10 etiquetas de His y un sitio de reconocimiento de Proteasa HRV3C, al extremo N-terminal de la
secuencia combinada de la secuencia PR1 y de la secuencia NR C-terminal. En consecuencia, se obtuvo un vector
pUC57 al que se le habia introducido un gen Flag_92_short2 que tiene una secuencia de bases representada con la
SEQ ID NO: 20 (que tiene un sitio Nde | inmediatamente cadena arriba del extremo en la posicion 5’ terminal del gen
y un sitio Xba | inmediatamente cadena abajo del extremo en la posicion 5’ terminal de la misma). A partir de ese
momento, dicho gen se sometid a un tratamiento de restriccion enzimatica con Nde | y EcoR |, y se recombiné en un
vector de expresion pET22b(+). Por lo tanto, se obtuvo un vector pET22b(+) al que se le habia introducido el gen
Flag_92_short2.

< Expresion de Proteinas >

Cada uno de, el vector de expresion pET22b(+) que contiene la secuencia genética de ADF3Kai-Large-NRSH1, el
vector de expresion pET22b(+) que contiene la secuencia genética de ADF4Kai, el vector de expresion pET22b(+)
que contiene la secuencia genética de MaSp2_N, y el vector de expresion pET22b(+) que contiene la secuencia
genética de Flag_92_short2, se transformaron en Rosetta de Escherichia coli (DE3). La colonia individual obtenida
se incubd durante 15 horas en 2 ml de un medio de cultivo LB que contenia ampicilina. A partir de ese momento, se
afiadieron 1,4 ml de dicha soluciéon de cultivo a 140 ml de un medio de cultivo LB que contenia ampicilina, y se
incubd hasta una DOggo de 3,5 en las condiciones de 37 °C y 200 rpm. A continuacion, la solucion de cultivo con la
DOsoo de 3,5 se afiadié a 7L de un medio de cultivo 2xYT que contenia ampicilina junto con 140 ml de glucosa al
50 %, y se incubd adicionalmente hasta la DOggpo de 4,0. A partir de ese momento, se afiadid isopropil-B-
tiogalactopirandsido (IPTG) a la solucion de cultivo obtenida con la DOggo de 4,0 de modo que la concentracion final
llegé a ser 0,5 mM, induciendo de ese modo la expresion de la proteina. Después de un lapso de tiempo de dos
horas desde la adicion de IPTG, la solucion de cultivo se centrifugd y las células bacterianas se recogieron. Cada
una de las soluciones de proteina preparadas a partir de las soluciones de cultivo antes de la adicion de IPTG y
después de la adicion de IPTG se sometié a electroforesis en un gel de poliacrilamida. En consecuencia, se
observaron tamafios de banda diana (ADF3Kai-Large-NRSH1: aproximadamente 101,1kDa; ADF4Kai:
aproximadamente 37,7 kDa; MaSp2_N: aproximadamente 31,7 kDa; y Flag_92_short2: aproximadamente 46,6 kDa)
con la adicion de IPTG, y se confirmé la expresion de la proteina habian. Escherichia coli que expresa la proteina
ADF3Kai-Large-NRSH1, Escherichia coli que expresa la proteina ADF4Kai, Escherichia coli que expresa la proteina
MaSp2_N, y Escherichia coli que expresa la proteina Flag_92_short2 se almacenaron en un congelador (-20 °C).

(Ejemplo 1)
(1) Proteina Usada

(I) Aproximadamente 4,5 g de células bacterianas de la Escherichia coli que expresa la proteina ADF3Kai-Large-
NRSH1 y 30 ml de una soluciéon tampoén Al (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) se afadieron a un tubo de centrifugadora
(50 ml). Después de dispersar las células bacterianas con una mezcladora ("SI-0286" fabricada por GE, nivel 10),
la dispersion se centrifugé (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305"
fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd.), y un sobrenadante se descarto.

(I) A un precipitado (células bacterianas) obtenido por la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucion
tampon Al y 0,3 ml de PMSF 0,1 M (disuelto con isopropanol). Después de dispersar el precipitado durante
3 minutos con la mezcladora descrita anteriormente (nivel 10) fabricada por GE, las células bacterianas se
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interrumpieron usando un aparato de interrupcion con ultrasonidos ("VCX500" fabricado por Sonics & Materials,
Inc.) y se centrifugaron (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente).

(Il A un precipitado obtenido con la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucién tampén Al. Después de
dispersar el precipitado durante 3 minutos con una mezcladora ("T18 basic ULTRA TURRAX" fabricada por IKA,
nivel 2), la dispersion se centrifugd (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con la centrifugadora
descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., y un sobrenadante se retiro.

(IV) Al tubo de centrifugadora desde el que se descartd el sobrenadante, se afiadié una solucion tampoén | de
urea 7,5 M (urea 7,5 M, dihidrogenofosfato sédico 10 mM, NaCl 20 mM, Tris-HCI 1 mM, pH 7,0), y un precipitado
se disperso bien con el aparato de interrupcion mediante ultrasonidos (nivel 7) mencionado anteriormente
fabricado por SMT. A partir de ese momento, el precipitado se disolvid durante 120 minutos con un agitador
(200 rpm, 60 °C) fabricado por TAITEC CORPORATION. La solucién de proteina después de la disolucion se
centrifugo (11.000 x g, 10 minutos, temperatura ambiente) con la centrifugadora descrita anteriormente fabricada
por TOMY SEIKO Co., Ltd., y un sobrenadante se dializé con agua usando un tubo de dialisis (tubo de celulosa
36/32 fabricado por Sanko Junyaku Co., Ltd.). La proteina agregada (color blanco) obtenida después de la
didlisis se recogid por centrifugacion, y el agua se eliminé con un aparato de liofilizacién, para recoger el polvo
liofilizado. El grado de purificacion de la proteina diana ADF3Kai-Large-NRSH1 (aproximadamente 101,1 kDa) en
el polvo liofilizado obtenido se comprobd analizando imagenes de los resultados de electroforesis en gel de
poliacrilamida (tincion con CBB) de dicho polvo de proteina usando Totallab (nonlinear dynamics Ltd.). Como
resultado, el grado de purificacion de ADF3Kai-Large-NRSH1 era aproximadamente un 85 %.

2. Disolvente
(1) Disolvente polar

Como disolvente, se examinaron principalmente los disolventes polares que se usan para polimerizacion de fibra
acrilica y soluciones de hilado de fibra acrilica, y como disolventes para polimerizaciéon de poliimida.

DMA: N,N-dimetilacetamida
DMF: N,N-dimetilformamida
DMI: 1,3-dimetil-2-imidazolidinona
NMP: N-metil-2-pirrolidona
HFIP: hexafluoroisopropanol
DMSO: dimetil sulféxido
Acido férmico

Carbonato de butileno
Carbonato de propileno
y-butirolactona

Hexametil fosforamida

(2) Promotor de disolucion (sal inorganica)

Se examinaron las siguientes sales inorganicas.

Haluros de metal alcalino: LiCl, LiBr
Haluro de metal alcalinotérreo: CaCl,
Nitrato de metal alcalinotérreo: Ca(NO3),
Tiocianato sédico: NaSCN

< Experimento 1 >

Como se muestra en la Tabla 1, los ensayos de solubilidad se realizaron usando sistemas que afadian sales
inorganicas a disolventes polares. La temperatura se ajustd a 100 °C. La concentracion del polipéptido (proteina)
obtenido a partir de proteinas de seda de arafia natural se establecié en un 4 % en masa. Las evaluaciones de
solubilidad que se muestran en la Tabla 1 y en las Tablas posteriores que siguen a continuacion se realizaron
basandose en los siguientes patrones. En la Tabla 1, el % en masa de la sal inorganica es la proporcion de masa de
la sal inorganica con respecto a la masa total del disolvente polar y la sal inorganica.

[Patrones de Evaluacion de Solubilidad]

A: Disuelto
B: Mayormente disuelto, pero las sustancias sin disolver permanecen parcialmente
C: Sin disolver
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[Tabla 1]

Disolvente polar

Sal inorganica
(% en masa)

Solubilidad

Solubilidad en caso de usar aditivo

(% en masa)

EtOH*' MeOH*' | Agua ultrapura

Sin sal A 23 A 14 A 90 A
DMSO

LiCl 10 A 60 A 52 A 90 A

LiBr 10 A 33A 30A 90 A

Ca(NOs3)2 95,5 A 74 A 78 A 90 A
DMSO

CaCl, 13,6 A 57 A 39A 90 A

NaSCN 13,6 A 33A 25 A 90 A

Sin sal (~150 °C) c x4 - -

LiCl 144 A 62 A 45 A 90 A

LiBr 10 A 27 A 21 A 90 A
DMF

Ca(NO3), 77,7 A 72 A 67 A 90 A

CaCl, 7,1 A 25 A 14 A 90 A

NaSCN 27,8 A 36 A 35A 90 A
HFIP*2 Sin sal A 47 A 38A 40 A

Sin sal C - - -
DMA

LiCl 11,1 C - - -

Sin sal C - - -
NMP

LiCl 10 C - - -

Sin sal C - - -
DMI

LiCl 14,2 C - - -
Carbonato de Sin sal C ) ) )
butileno Licl 87 c ) ) )
Carbonato de Sin sal c } } }
propileno Licl 83 c ) ) )
Carbonato de Sin sal c } } }
etileno Licl 7.7 c ) ) )

Sin sal C - - -
y-butirolactona

LiCl 8,9 C - - -
Fosforamida de Sin sal C ) ) )
hexametilo Licl 97 c ) ) )
. Sin sal Se descompone - - -
Acido formico*®

LiCl 29,1 Se descompone - - -
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Disolvente polar Sal inorganica Solubilidad Solubilidad en caso de usar aditivo
(% en masa) (% en masa)
EtOH*' MeOH*' | Agua ultrapura

(Nota 1) EtOH indica alcohol etilico, y que MeOH indica alcohol metilico.

(Nota 2) Dado que HFIP tiene un punto de ebullicidon bajo, la disolucién se realizé a 37 °C. Ademas, no se pudo
disolver nada de sal (LiCl) en HFIP.

(Nota 3) La descomposicion de proteina por el acido férmico se confirmé con un espectro de masas.

(Nota 4) En la Tabla 1, [-] significa que no se realizd experimento.

Tal como es evidente a partir de la Tabla 1, se encontré que los disolventes que contienen cualquiera de (i)-(iii)
mencionados anteriormente eran superiores de forma selectiva.

(i) Dimetil sulféxido: DMSO
(ii) Dimetil sulféxido: DMSO con una sal inorganica
(iii) N,N-dimetilformamida: DMF con una sal inorganica

Ademas, también se encontré que los sistemas que afiaden cualquiera de alcohol etilico, alcohol metilico y agua
ultrapura a las sustancias (i)-(iii) mencionadas anteriormente tienen una solubilidad elevada.

A continuacion, la capacidad de hilado se examind con respecto a los disolventes que se habian clasificado como A
en los patrones de evaluacion de solubilidad en la Tabla 1. El hilado en estado himedo se adopté para los ensayos
de capacidad de hilado. Si los hilos tanto estirados como no estirados se podian producir en las siguientes
condiciones fue un criterio para juzgar la capacidad de hilado: en el proceso de hilado que se muestra en la FIG. 4A,
la solucién de hilado se cargd en un cilindro y se extruy6 desde una boquilla de 0,3 mm de diametro a una velocidad
de 2,0 ml/h usando una bomba de jeringa, y a partir de ese momento el disolvente se extrajo en un 100 % en masa
de liquido de coagulacion de metanol. La longitud del bafio de liquido de coagulaciéon era 250 mm, y la velocidad de
entrada era 2,1 m/min. En consecuencia, todos los disolventes que se habian clasificado como A en los patrones de
evaluacion de solubilidad en la Tabla 1 presentaban capacidad de hilado.

< Experimento 2 >

Se realizd un experimento para aumentar la concentracion del polipéptido (proteina) obtenido a partir de proteinas
de seda de arafia natural. Se comprob¢ si las proteinas a concentraciones de un 40 % en masa, un 45 % en masa y
un 50 % en masa se podrian disolver en disolventes a 100 °C. La Tabla 2 muestra los resultados. De forma
adicional, las soluciones disueltas de DMF (concentracion de LiCl: 14,4 % en masa) y DMSO (concentracion de LiCl:
10 % en masa) eran estables e incluso si disminuian a temperatura ambiente (25 °C), y mantenian el estado
disuelto.

[Tabla 2]

Sin adicion de LiCl Con adicioén de LiCl
Concentracion de Concentracion de
proteina (% en masa) 40 45 50 40 45 50 LiCl (% en masa)
Acido férmico Se des,compone*1 >3 - Se des,compone*1 - - 29,1
DMF - - - A A B 14,4
DMSO - - - A B B 10
HFIP*? B B B - - - 0,2 o inferior

(Nota 1) La descomposicion de proteina con acido férmico se confirmé con un espectro de masas.
(Nota 2) Dado que HFIP tiene un punto de ebullicién bajo, la disolucién se realizd a 37 °C.
(Nota 3) En la Tabla 2, [-] significa que no se realizd experimento.

A partir de la Tabla 2, se encontré que la adicion de la sal inorganica a DMSO permitia que la proteina se disolviera
de forma suficiente y favorable hasta un 40 % en masa (el limite de solubilidad era un 43 % en masa), y la adicion de
la sal a DMF permitia que la proteina se disolviera de forma suficiente y favorable hasta un 45 % en masa (el limite
de solubilidad era un 48 % en masa).
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< Experimento 3 >

A continuacion, la proteina se disolvio a 100 °C usando DMSO, y la temperatura se mantuvo a 100°C o la
temperatura de la solucion de polipéptido se redujo a temperaturas bajas y se mantuvo durante tres horas para
observarla estabilidad. La Tabla 3 muestra los resultados.

[Tabla 3]
Concentracién de LiCl Concentracién de proteina Temperatura (°C)

(% en masa) (% en masa) 2 | 50 | 80 | 100

20 Gel | Gel A A

’ 25 Gel | Gel A A

0.9 20 Gel | B | A | A

2.7 20 Gel | A | A | A

20 A A A A

3.6 30 Gel | B | B | A

45 Gel B B A

4,5 20 Al A|lA]A

54 20 Al A|lA]A

20 A A A A

10 30 Al A|A] A

40 A A A A

A partir de la Tabla 3, se confirmé que, si la concentracién de LiCl es un 10 % en masa, la solubilidad es estable en
temperaturas practicas que varian de 25 a 100 °C cuando la concentracion de proteina es un 40 % en masa o
inferior.

(Ejempilo 2)

(1) Solucién de Hilado (Solucion de Fluido de Hilado)

La proteina usada en el Ejemplo 1 se us6 para producir una solucién de hilado (solucion de fluido de hilado). En
primer lugar, un polvo liofilizado (proteina) se afiadi6 a DMSO (100 °C) que contenia un 10 % en masa de LiCl de
modo que la concentracién del polvo liofilizado se convirtié en un 20 % en masa. Después de 6 horas de disolucion
usando un aparato de rotacion, los polvos y las burbujas se eliminaron. La viscosidad de la solucién de proteina era
de 1 Pa.s (Pascales por segundo). Por lo tanto, la solucién de hilado (solucién de fluido de hilado) se prepar6.

(2) Procesos de Hilado - Estiramiento

El método que se muestra en la FIG. 2A se adoptd como los procesos de hilado y estiramiento. La solucion de hilado
se cargo en un cilindro y se extruy6 desde una boquilla 0,3 mm de diametro a una velocidad de 2,0 ml/h usando una
bomba de jeringa, y a partir de ese momento el disolvente se extrajo en un 100 % en masa de liquido de coagulacién
de metanol, para producir un hilo no estirado. La longitud del bafio de liquido de coagulacion era 250 mm, y la
velocidad de entrada era 2,1 m/min. A continuacién, como estiramiento, el hilo no estirado se estirdé hasta 4,5 veces
en agua caliente a 50 °C. La velocidad de entrada era 9,35 m/min.

(3) Medicion de Propiedades Fisicas

El diametro de la fibra se midié usando un microscopio 6ptico.

(a) Ensayo de traccion

La resistencia, el médulo elastico inicial (obtenido basandose en la medicion de inclinaciones de 20 puntos: las
inclinaciones se midieron a 20 puntos con un intervalo de 50 mseg y la inclinacion maxima se definiéo como el médulo
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elastico inicial), y la elongacioén de la fibra se midié usando un probador de traccion (probador de tablero pequefio
EZ-S fabricado por Shimadzu Corporation) a una temperatura ambiente de 25 °C y una humedad relativa de un
60 %, y se calculd la dureza. La muestra se unié a un molde de cartén, la distancia entre las pinzas era de 20 mm, y
la velocidad de traccion era de 10 mm/min. La capacidad de la celda de carga era 1 N, y la pieza era de tipo clip. El
valor de medido fue un promedio de cinco muestras (n = 5). La formula para calcular la dureza fue la que sigue a
continuacion:

Dureza = [EAx? x mx L) x 1000] (unidad: MdJ/m?),

en la que

E  Energia de fractura (unidad: J)

r Radio de la fibra (unidad: mm)

m Pi

L Distancia entre pinzas en la medicion del ensayo de traccion.

La Tabla 4 resume diversas propiedades fisicas de las fibras. Ademas, la FIG. 5 muestra la curva de tension-
desplazamiento (deformacién) de la fibra obtenida.

(Ejempilo 3)

La solucion de hilado idéntica a la del Ejemplo 2 se cargd en un cilindro y se extruyé desde una boquilla 0,3 mm de
diametro a una velocidad de 1,4 ml/h usando una bomba de jeringa, y a partir de ese momento el disolvente se
extrajo en un 100 % en masa de liquido de coagulacién de metanol, para producir un hilo no estirado. La longitud del
bafio de liquido de coagulacion era 250 mm, y la velocidad de entrada era 2,2 m/min. A continuaciéon, como
estiramiento, el hilo no estirado se estiré hasta 3,5 veces en agua caliente a 50 °C. La velocidad de entrada era
7,7 m/min. A partir de ese momento, el hilo se estiré hasta a 1,25 veces mediante estiramiento con calor seco a
160 °C. El método que se muestra en las FIGS. 2A y 2B se adopté como los procesos de hilado y estiramiento.

Se midieron diversas propiedades fisicas de la fibra obtenida como se ha descrito anteriormente, y la Tabla 4
resume los resultados. La FIG. 6 muestra la curva de tension-desplazamiento (deformacion) de la fibra obtenida.

[Tabla 4]
Fuerza maxima del | Tension puntual | Médulo elastico | Desplazamiento en el | Diametro | Rugosidad
ensayo puntual maxima (MPa) inicial punto de ruptura (mm) (MJ/m®)
(mN) (GPa) (%)
Ej. 2 70,5 213,7 6,2 35,2 0,0205 59,1
Ej. 3 119,1 313,3 9,4 19,9 0,0220 52,6

(Ejemplo 4)
La solucién de hilado se produjo de la misma manera que en el Ejemplo 2 excepto porque la concentracion de
proteina era de un 7 % en masa y solamente se us6 DMSO como disolvente. Se uso el dispositivo de hilado que se
muestra en las FIGS. 2A-2B. Las siguientes son condiciones respectivas del hilado en estado humedo.
(1) Procesos de Extrusion - Coagulacion

Diametro de la boquilla de extrusion: 0,3 mm

Velocidad de extrusion: 3,0 ml/h

Temperatura del liquido de coagulacion en el bafio: 10 °C

(2) Primera etapa del estiramiento

La primera etapa del estiramiento se realizé en agua caliente a 50 °C, a una proporcion de estiramiento de 2,5
veces y una velocidad de entrada de 5,5 m/min (55 rpm) durante 3,5 minutos.
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(3) Segunda etapa del estiramiento

La segunda etapa del estiramiento se realizd6 en un horno de calor seco a 190°C, a una velocidad de
alimentacién de 20 rpm y una velocidad de entrada de 31 rpm (proporcion de estiramiento: 1,55 veces).

(4) Propiedades fisicas del hilo estirado obtenido

Las propiedades fisicas del hilo estirado obtenido se midieron como se ha descrito anteriormente. Como
resultado, el diametro medio de la fibra individual fue 22,0 um, la tensién puntual maxima fue 99,2 MPa, el
modulo elastico inicial fue 3,5 GPa, el desplazamiento en el punto de ruptura (elongacién) fue un 8,7 %, y la
dureza fue 6,8 MJ/m°. La FIG. 7 muestra la curva de tensidon-desplazamiento (deformacion) de la fibra individual
de las fibras obtenidas.

(Ejemplo 5)

La solucién de hilado se produjo de la misma manera que en el Ejemplo 2 excepto porque la concentracion de
proteina era de un 10 % en masa y solamente se us6 DMSO como disolvente. En el caso en el que el disolvente no
contiene un promotor de disolucién tal como una sal inorganica, una concentracion elevada de proteina da como
resultado solidificacion. Debido a esto, la jeringa 31 que se muestra en la FIG. 2A se calentdé a 60 °C usando un
calentador y el hilado se realiz6 a la vez que se evitaba la solidificacion de la solucion. El dispositivo de hilado que se
muestra en las FIGS. 2A-2B se uso6 para el hilado - estiramiento en estado himedo. Las siguientes son condiciones
respectivas del hilado en estado humedo.

(1) Procesos de Extrusion - Coagulacion

Temperatura del calentador de la jeringa: 60 °C

Diametro de la boquilla de extrusion: 0,2 mm

Velocidad de extrusion: 4,0 ml/h

Temperatura del liquido de coagulacion en el bafio: 10 °C

(2) Primera etapa del estiramiento

La primera etapa del estiramiento se realizé en agua caliente a 50 °C, a una proporcion de estiramiento de 3,5
veces y una velocidad de entrada de 7,7 m/min (77 rpm) durante 4 minutos.

(3) Segunda etapa del estiramiento

La segunda etapa del estiramiento se realiz6 en un horno de calor seco a 180°C, a una velocidad de
alimentacién de 20 rpm y una velocidad de entrada de 26 rpm (proporcion de estiramiento: 1,3 veces).

(4) Propiedades fisicas del hilo estirado obtenido

Las propiedades fisicas del hilo estirado obtenido se midieron como se ha descrito anteriormente. Como
resultado, el diametro medio de la fibra individual fue 22,0 um, la tensién puntual maxima fue 285,9 MPa, el
modulo elastico inicial fue 7,6 GPa, el desplazamiento en el punto de ruptura (elongacion) fue de un 14,8 %, y la
dureza fue 35,5 MJ/m>. La FIG. 8 muestra la curva de tension-desplazamiento (deformacion) de la fibra individual
de las fibras obtenidas.

(Ejemplo 6)
(1) Proteina Usada

(I) Aproximadamente 4,5 g de células bacterianas de la Escherichia coli que expresa la proteina ADF4Kai y 30 ml
de una solucién tampoén Al (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) se afadieron a un tubo de centrifugadora (50 ml). Después
de dispersar las células bacterianas con una mezcladora ("SI-0286" fabricada por GE, nivel 10), la dispersién se
centrifugd (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305" fabricada por
TOMY SEIKO Co., Ltd.), y un sobrenadante se descarto.

(I) A un precipitado (células bacterianas) obtenido por la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucion
tampon Al y 0,3 ml de PMSF 0,1 M (disuelto con isopropanol). Después de dispersar el precipitado durante
3 minutos con la mezcladora descrita anteriormente (nivel 10) fabricada por GE, las células bacterianas se
interrumpieron usando un aparato de interrupcion con ultrasonidos ("VCX500" fabricado por Sonics & Materials,
Inc.) y se centrifugaron (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente).

(Il A un precipitado (fraccion de proteina insoluble) obtenido por la centrifugacion, se afiadieron 30 ml de una
solucion tampoén B (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0) que contenia un 3 % en p/v de SDS. Después de
dispersar el precipitado durante 3 minutos con una mezcladora ("T18 basic ULTRA TURRAX" fabricada por IKA,
nivel 2), la dispersion se agité durante 60 minutos con un agitador (bioagitador "BR- 43FL" fabricado por TAITEC
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CORPORATION, 200 rpm, 37 °C). A partir de ese momento, la dispersion agitada se centrifugd (10.000 rpm,
10 minutos, temperatura ambiente) con la centrifugadora descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co.,
Ltd., y un sobrenadante se retiro.

(IV) El precipitado a partir del que se habia eliminado el sobrenadante se disolvié con DMSO (que contiene LiCl
2 M) a 80 °C, se agité con un agitador, se centrifugé (11.000 x g, 10 minutos, temperatura ambiente) con la
centrifugadora descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., y un sobrenadante se dializé con
agua usando un tubo de dialisis (tubo de celulosa 36/32 fabricado por Sanko Junyaku Co., Ltd.). La proteina
agregada (color blanco) obtenida después de la didlisis se recogio por centrifugacion, y el agua se eliminé con un
aparato de liofilizacién, para recoger el polvo liofilizado. El grado de purificacion de la proteina diana ADF4Kai
(aproximadamente 37,7 kDa) en el polvo liofilizado obtenido se comprobé analizando imagenes de los resultados
de electroforesis en gel de poliacrilamida (tincion con Oriole con la Tincién de Gel Fluorescente Oriole fabricada
por Bio-RAD Laboratories, Inc.) de dicho polvo de proteina usando ImageLab (Bio-RAD Laboratories, Inc.). Como
resultado, el grado de purificacion de ADF4Kai era aproximadamente un 75,5 %.

(2) Solucién de Hilado (Solucién de fluido de Hilado)

La solucién de hilado se produjo usando la proteina ADF4Kai obtenida anteriormente. El polvo liofilizado se afadi6 a
DMSO que se habia calentado a 80 °C de modo que la concentracion del polvo liofilizado se convirtié en un 10,2 %
en masa. Después de 6 horas de disolucion usando un aparato de rotacion, los polvos y las burbujas se eliminaron.
La viscosidad de la solucion de proteina fue 1 Pa.s (Pascales por segundo). Esta se us6 como la solucion de hilado.

(3) Procesos de Hilado - Estiramiento

El hilado en estado humedo se realizd usando la solucién de hilado obtenida anteriormente. El dispositivo de hilado
que se muestra en la FIG. 4A se uso6 para los procesos de extrusion - coagulacion. Las siguientes son condiciones
respectivas del hilado en estado humedo.

(I) Procesos de Extrusion - Coagulacion

Diametro de la boquilla de extrusion: 0,3 mm

Velocidad de extrusion: 6,0 ml/h

Temperatura del liquido de coagulacion en el bafio: 4 °C

Velocidad de entrada: 13,6 m/min
(1) Primera etapa del estiramiento
La primera etapa del estiramiento se realizé en agua caliente a 50 °C, a una proporcién de estiramiento de
1,5 veces.
(1) Segunda etapa del estiramiento
La segunda etapa del estiramiento se realiz6 en un horno de calor seco a 180 °C, a una proporcion de
estiramiento de 1,3 veces.
(IV) Propiedades fisicas del hilo estirado obtenido
Las propiedades fisicas del hilo estirado obtenido se midieron como se ha descrito anteriormente. Como
resultado, el diametro medio de la fibra individual fue 83,8 um, la tensién puntual maxima fue 196,4 MPa, el
modulo elastico inicial fue 6,0 GPa, el desplazamiento en el punto de ruptura (elongacién) fue un 14,6 %, y la
dureza fue 24,6 MJ/m>. La FIG. 9 muestra la curva de tension-desplazamiento (deformacion) de la fibra individual
de las fibras obtenidas.

(Ejemplo 7)
(1) Proteina Usada

(I) Aproximadamente 4,5 g de células bacterianas de la Escherichia coli que expresa la proteina MaSp2_N vy
30 ml de una soluciéon tampén Al (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) se afadieron a un tubo de centrifugadora (50 ml).
Después de dispersar las células bacterianas con una mezcladora ("SI-0286" fabricada por GE, nivel 10), la
dispersion se centrifugé (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305"
fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd.), y un sobrenadante se descarto.

(I) A un precipitado (células bacterianas) obtenido por la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucion
tampon Al y 0,3 ml de PMSF 0,1 M (disuelto con isopropanol). Después de dispersar el precipitado durante
3 minutos con la mezcladora descrita anteriormente (nivel 10) fabricada por GE, las células bacterianas se
interrumpieron usando un aparato de interrupcion con ultrasonidos ("VCX500" fabricado por Sonics & Materials,
Inc.) y se centrifugaron (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente).

(Il A un precipitado (fraccion de proteina insoluble) obtenido por la centrifugacion, se afiadieron 30 ml de una
solucion tampoén B (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0) que contenia un 3 % en p/v de SDS. Después de
dispersar el precipitado durante 3 minutos con una mezcladora ("T18 basic ULTRA TURRAX" fabricada por IKA,
nivel 2), la dispersion se agité durante 60 minutos con un agitador (bioagitador "BR- 43FL" fabricado por TAITEC
CORPORATION, 200 rpm, 37 °C). A partir de ese momento, la dispersion agitada se centrifugd (10.000 rpm,
10 minutos, temperatura ambiente) con la centrifugadora descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co.,
Ltd., y un sobrenadante se retiro.
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(IV) El precipitado, a partir del que se habia eliminado el sobrenadante, se disolvio con DMSO (que contiene LiCl
2 M) a 80 °C, se agité con un agitador, se centrifugé (11.000 x g, 10 minutos, temperatura ambiente) con la
centrifugadora descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., y el sobrenadante obtenido se dializd
con agua usando un tubo de didlisis (tubo de celulosa 36/32 fabricado por Sanko Junyaku Co., Ltd.). La proteina
agregada (color blanco) obtenida después de la didlisis se recogio por centrifugacion, y el agua se eliminé con un
aparato de liofilizacion, para recoger el polvo liofilizado. El grado de purificacion de la proteina diana MaSp2_N
(aproximadamente 31,7 kDa) en el polvo liofilizado obtenido se comprobé analizando imagenes de los resultados
de electroforesis en gel de poliacrilamida (tincion con Oriole) de dicho polvo de proteina usando ImagelLab (Bio-
RAD Laboratories, Inc.). Como resultado, el grado de purificacion de MaSp2_N era aproximadamente un 68,1 %.

(2) Solucién de Hilado (Solucion de fluido de Hilado)

La solucion de hilado se produjo usando la proteina MaSp2_N obtenida anteriormente. El polvo liofilizado se afiadio
dio a DMSO que se habia calentado a 40 °C de modo que la concentracién del polvo liofilizado se convirtié en un
18 % en masa. Después de 6 horas de disolucion usando un aparato de rotacion, los polvos y las burbujas se
eliminaron. La viscosidad de la solucion de proteina fue 1 Pa.s (Pascales por segundo). Esta se us6 como la
solucioén de hilado.

(3) Procesos de Hilado - Estiramiento

El hilado en estado humedo se realizé usando la solucién de hilado obtenida anteriormente. El dispositivo de hilado
que se muestra en la FIG. 4A se uso6 para los procesos de extrusion - coagulacion. Las siguientes son condiciones
respectivas del hilado en estado humedo.

(I) Procesos de Extrusion - Coagulacion

Diametro de la boquilla de extrusion: 0,2 mm

Velocidad de extrusion: 2,0 ml/h

Temperatura del liquido de coagulacion en el bafio: 10 °C

Velocidad de entrada: 2,5 m/min
(II) Primera etapa del estiramiento
La primera etapa del estiramiento se realizé en agua caliente a 50 °C, a una proporcién de estiramiento de
2,5 veces.
(1) Segunda etapa del estiramiento
La segunda etapa del estiramiento se realiz6 en un horno de calor seco a 80°C, a una proporcion de
estiramiento de 1,85 veces.
(IV) Propiedades fisicas del hilo estirado obtenido
Las propiedades fisicas del hilo estirado obtenido se midieron como se ha descrito anteriormente. Como
resultado, el diametro medio de la fibra individual fue 35 um, la tensién puntual maxima fue 236,7 MPa, el médulo
elastico inicial fue 5,7 GPa, el desplazamiento en el punto de ruptura (elongacion) fue un 14,9 %, y la dureza fue
26,5 MJ/m®. La FIG. 10 muestra la curva de tension-desplazamiento (deformacion) de la fibra individual de las
fibras obtenidas.

(Ejempilo 8)
(1) Proteina Usada

(I) Aproximadamente 4,5 g de células bacterianas de la Escherichia coli que expresa la proteina Flag_92_short2
protein y 30 ml de una soluciéon tampon Al (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) se afiadieron a un tubo de centrifugadora
(50 ml). Después de dispersar las células bacterianas con una mezcladora ("SI-0286" fabricada por GE, nivel 10),
la dispersion se centrifugé (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305"
fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd.), y un sobrenadante se descarto.

(I) A un precipitado (células bacterianas) obtenido por la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucion
tampon Al y 0,3 ml de PMSF 0,1 M (disuelto con isopropanol). Después de dispersar el precipitado durante
3 minutos con la mezcladora descrita anteriormente (nivel 10) fabricada por GE, las células bacterianas se
interrumpieron usando un aparato de interrupcion con ultrasonidos ("VCX500" fabricado por Sonics & Materials,
Inc.). La interrupcion con ultrasonidos se realizé repitiendo un procesamiento de 20 segundos y una pausa de
5 segundos durante 8 minutos en total.

(I Las células bacterianas después de la interrupcion con ultrasonidos se centrifugaron (11.000 x g, 30 minutos,
temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305" fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd.).

(IV) A un sobrenadante (fraccion de proteina soluble) obtenido con la centrifugacion, se afiadié Ni sepharose
(suspension de un 50 %, fabricada por GE Healthcare Japan Corporation, nimero de producto "17-5318-02").
Después de dispersar la mezcla durante 3 minutos con una mezcladora ("T18 basic ULTRA TURRAX" fabricada
por IKA, nivel 2), la dispersion se agitd durante 60 minutos con un agitador. A partir de ese momento, la
dispersion agitada se centrifugé (500 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) con la centrifugadora descrita
anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., y un sobrenadante se retir6. El Ni sepharose se cargd en
una columna vacia (fabricada por GE Healthcare Japan Corporation, nimero de producto "17-0435-01") y se lavd
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con la solucién tampén Al, y a partir de ese momento la proteina Flag_92_short2 se eluyé usando un tampén de
elucion (Tris 50 mM, NaCl 50 mM, imidazol 300 mM, pH 7,5).

(V) El eluato obtenido se dializ6 con agua usando un tubo de dialisis (tubo de celulosa 36/32 fabricado por Sanko
Junyaku Co., Ltd.). La humedad del liquido obtenido después de didlisis se retir6 usando un aparato de
liofilizacion, para recoger el polvo liofilizado. El grado de purificacion de la proteina diana Flag_92_short2
(aproximadamente 46,6 kDa) en el polvo liofilizado obtenido se comprobd analizando imagenes de los resultados
de electroforesis en gel de poliacrilamida (tincion con Oriole) de dicho polvo de proteina usando ImagelLab (Bio-
RAD Laboratories, Inc.). Como resultado, el grado de purificacion de Flag_92_ short2 era aproximadamente un
69,1 %.

(2) Solucién de Hilado (Solucién de fluido de Hilado)

La solucién de hilado se produjo usando la proteina Flag_92_ short2 obtenida anteriormente. El polvo liofilizado se
afiadié a DMSO que se habia calentado a 45 °C de modo que la concentracién del polvo liofilizado se convirtié en un
23 % en masa. Después de 6 horas de disolucion usando un aparato de rotacion, los polvos y las burbujas se
eliminaron. La viscosidad de la solucion de proteina fue 1 Pa.s (Pascales por segundo). Esta se us6 como la
solucioén de hilado.

(3) Procesos de Hilado - Estiramiento

El hilado en estado himedo se realizé usando la solucién de hilado obtenida anteriormente. El dispositivo de hilado
que se muestra en la FIG. 4A se uso6 para los procesos de extrusion - coagulacion. Las siguientes son condiciones
respectivas del hilado en estado humedo.

(I) Procesos de Extrusion - Coagulacion

Diametro de la boquilla de extrusién: 0,2 mm

Velocidad de extrusion: 1,0 ml/h

Temperatura del liquido de coagulacion en el bafio: 10 °C

Velocidad de entrada: 1,65 m/min
(II) Primera etapa del estiramiento
La primera etapa del estiramiento se realizé en aire a temperatura ambiente a una proporcion de estiramiento de
1,5 veces. La fibra obtenida en esta etapa se denomina hilo estirado primario.
(1) Segunda etapa del estiramiento
La segunda etapa del estiramiento se realiz6 en un horno de calor seco a 160 °C a una proporcion de
estiramiento de 1,34 veces. La fibra obtenida en esta etapa se denomina hilo estirado secundario.
(IV) Propiedades fisicas de los hilos estirados obtenidos
Las propiedades fisicas del hilo estirado primario y del hilo estirado secundario obtenidos se midieron como se
ha descrito anteriormente. La Tabla 5 que sigue a continuacién muestra los resultados. Ademas, las FIGS. 11y
12 muestran las curvas de tension-desplazamiento (deformacion) de la fibra individual de las fibras del hilo
estirado primario y el hilo estirado secundario obtenidas, respectivamente.

[Tabla 5]
Tension puntual Médulo elastico Desplazamiento en el Diametro Rugosidad
maxima (MPa) inicial (GPa) punto de ruptura (%) (um) (MJ/m®)
Hilo estirado 48,9 2,3 75,9 68,7 26,7
primario
Hilo estirado 67,6 0,02 14,6 52,0 0,2
secundario
(Ejemplo 9)

< Extraccion de Proteina >

(1) Aproximadamente 4,5 g de células bacterianas de la Escherichia coli que expresa la proteina ADF3Kai-Large-
NRSH1 y 30 ml de una soluciéon tampon Al (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) se afadieron a un tubo de centrifugadora
(50 ml). Después de dispersar las células bacterianas con una mezcladora ("SI-0286" fabricada por GE, nivel 10),
la dispersion se centrifugé (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con una centrifugadora ("MX-305"
fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd.), y un sobrenadante se descarto.

(2) A un precipitado (células bacterianas) obtenido por la centrifugacion, se afadieron 30 ml de la solucion
tampon Al y 0,3 ml de PMSF 0,1 M (disuelto con isopropanol). Después de dispersar el precipitado durante
3 minutos con la mezcladora descrita anteriormente (nivel 10) fabricada por GE, las células bacterianas se
interrumpieron usando un aparato de interrupcion con ultrasonidos ("VCX500" fabricado por Sonics & Materials,
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Inc.) y se centrifugaron (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente). Después de descartar un sobrenadante,
este se dejo durante aproximadamente 10 minutos en agua enfriada con hielo para disminuir la temperatura. La
misma interrupcion y centrifugacion de células bacterianas se repitié de nuevo.

< Lavado de Proteina >

A un precipitado (fracciéon de proteina insoluble) obtenido por la centrifugacion, se afiadieron 30 ml de una solucion
tampon B (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0) que contenia un 3 % en p/v de SDS. Después de dispersar bien
el precipitado con el aparato de interrupcion con ultrasonidos descrito anteriormente (nivel 7) fabricado por SMT, la
dispersion se agité durante 60 minutos con un agitador (fabricado por TAITEC CORPORATION, 200 rpm, 37 °C). A
partir de ese momento, la dispersion agitada se centrifugd (10.000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) con la
centrifugadora descrita anteriormente fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., un sobrenadante se descart6, de modo
que se obtuvieron granulos de lavado con SDS (precipitado).

< Purificacion de Proteina >

Los granulos de lavado con SDS se suspendieron en cada disolvente mostrado en la Tabla 6 que sigue a
continuacién de modo que la concentracion de los granulos de lavado con SDS se convirtid6 en 100 mg/ml, y la
suspension se sometié a tratamiento térmico a 80 °C durante una hora. A partir de ese momento, la suspension
después del tratamiento térmico se centrifugé (11000 x g, 5 minutos) con la centrifugadora descrita anteriormente
fabricada por TOMY SEIKO Co., Ltd., y un sobrenadante se recogi6. La concentracion de la proteina en el
sobrenadante se midié con un método BCA. De forma adicional, para la medicion de la proteina con el método BCA,
(nombre comercial), se uso el Kit de Ensayo de Proteina BCA fabricado por TA_K_AR_A_BIO INC..

(Ejemplo 10)

La proteina ADF4Kai se purifico de la misma manera que en el Ejemplo 9, excepto porque se usé la Escherichia coli
que expresa la proteina ADF4Kai en lugar de la Escherichia coli que expresa la proteina ADF3Kai-Large-NRSH1.

Las proteinas obtenidas en los Ejemplos 9-10 se sometieron a electroforesis de SDS-PAGE. Sus bandas se
comprobaron mediante tinciéon con Oriole, y las imagenes se analizaron usando un software de analisis Image Lab
(Bio-RAD Laboratories, Inc.), para calcular la pureza (grado de purificacion) de las proteinas diana. La tabla 6 que
sigue a continuacion muestra los resultados. De forma adicional, la FIG. 13 muestra el resultado de la electroforesis
de SDS-PAGE de la proteina (incluyendo ADF3Kai-Large-NRSH1) obtenida en el Ejemplo 9, y la FIG. 14 muestra el
resultado de la electroforesis de SDS-PAGE de la proteina (incluyendo ADF4Kai) obtenida en el Ejemplo 10.
Ademas, la Tabla 6 que sigue a continuacién muestran los valores relativos basandose en la pureza de la proteina
en el caso del uso de una solucion tampon de urea 7,5 M (pH 9,0) como disolvente.

[Tabla 6]
Proteina ADF3Kai-Large-NRSH1 ADF4Kai
Disolvente Grado de purificacion indice de Grado de purificacion indice de
(%) pureza (%) pureza

Solucién tampén de urea 7,5 M 35,18 1 32,67 1

(pH 9,0)
DMSO (que contiene LiCl 1 M) 44 .39 1,26 60,02 1,84
DMSO (que contiene LiCl 2 M) 42,85 1,22 75,55 2,31
DMSO (que contiene LiCl 3 M) 51,53 1,46 76,38 2,34

La FIG. 13 muestra los resultados de la electroforesis (SDS-PAGE) usando las soluciones de polipéptido en las que
la proteina ADF3Kai-Large-NRSH1 se disolvié en diversos disolventes, y la FIG. 14 muestra los resultados de la
electroforesis (SDS-PAGE) usando las soluciones de polipéptido en las que la proteina ADF4Kai se disolvié en
diversos disolventes. En las FIGS. 13 y 14, una calle M indica un marcador de peso molecular, y las calles 1-4
indican respectivamente muestras de proteina protein usando una solucién tampoén de urea 7,5 M (pH 9,0), DMSO
(que contiene 1 M LiCl), DMSO (que contiene LiCl 2 M), y DMSO (que contiene LiCl 3 M) como disolventes. Tal
como es evidente a partir de las FIGS. 13 y 14, el caso del uso de DMSO con una sal inorganica como disolvente
contenia proteinas menos infulas y aumentaba sus su solubilidad en comparacion con el caso del uso de la solucién
tampon de urea 7,5 M (pH 9,0) como disolvente. Ademas, el grado de purificaciéon mejoraba con un aumento de la
concentracion de la sal inorganica en el disolvente.
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Aplicabilidad Industrial

La solucion de polipéptido de la presente invencion se puede usar como una solucion de hilado y para purificacion
de polipéptidos. Ademas, las fibras de polipéptido artificial producidas usando la soluciéon de polipéptido de la
presente invencion como una solucién de hilado se pueden usar de forma adecuada como fibras de refuerzo de
resina y metal, materiales compuestos, y para moldeado mediante inyeccion, etc. Los usos se pueden aplicar a
miembros del dispositivo de transporte tales como vehiculos, fibras de refuerzo de neumaticos, etc. Ademas, las
fibras de polipéptido artificial de la presente invencién se pueden aplicar la hebras quirtrgicas, mascarillas, filtros,
materiales para cobertura de heridas, laminas de medicina regenerativa, biolaminas, etc. Se pueden presentar en
forma de tejidos entrelazados, tejidos de punto, tejidos trenzados, tejidos preparados sin tejer, etc.

Descripcion de Numeros de Referencia

1, 31, 61, 81 extrusora

2, 30, 62, 80 dispositivo de produccion de hilo sin estirar
3, 40 dispositivo de estiramiento con calor humedo (dispositivo de primera etapa de estiramiento)
4, 50, 63, 90 dispositivo de estiramiento con calor seco (dispositivo de segunda etapa de estiramiento)
5, 39, 44, 64, 86, 92 rollo de hilo

6, 32, 66, 82 solucion de hilado

7 tanque de almacenamiento

8 bomba de engranaje

9, 69, 83 hilera

10, 60 dispositivo de hilado-estiramiento

11, 35, 71, 85 liquido de coagulacion

36 hilo no estirado

12, 38 agua caliente

13, 15, 41, 45 rodillo de prensa de suministro

14, 16, 42, 46 rodillo de prensa de entrada

17, 43, 77, 89 dispositivo de estiramiento con calor seco
18a-18f guia de hilo

19, 73 espacio libre

20, 34, 72, 84 bario de liquido de coagulacion

21, 37 baino de estiramiento

22,47,78, 91 guia

A continuacion Listado de Secuencias Libre
Secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 1-6, 8, 15, 17, 19
Secuencias de bases de SEQ ID NOS: 7, 9, 10, 16, 18, 20
Secuencias de cebador SEQ ID NOS: 11-14

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Spiber Inc.

<120> SOLUCION DE POLIPEPTIDO, METODO DE PRODUCCION DE FIBRA SINTETICA DE POLIPEPTIDO,
Y METODO DE PURIFICACION DE POLIPEPTIDO

<130> H4038

<150> JP2011-241486
<151> 02-11-2011

<160> 20

<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211> 50

<212> PRT

<213> Araneus diadematus

<400> 1
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Ser Gly Cys Asp Val Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu Val Val Ser Ala

1 5 10

15

Leu Val Ser Ile Leu Gly Ser Ser Ser Ile Gly Gln Ile Asn Tyr Gly

20 25

30

Ala Ser Ala Gln Tyr Thr Gln Met Val Gly Gln Ser Val Ala Gln Ala

35 40

Leu Ala
50

<210> 2

<211> 30

<212> PRT

<213> Araneus diadematus

<400> 2

45

Ser Gly Cys Asgp Val Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu vVal vVal Ser Ala

1 5 10

15

Leu Val Ser Ile Leu Gly Ser Ser Ser Ile Gly Gln Ile Asn

20 25

<210> 3

<211> 21

<212> PRT

<213> Araneus diadematus

<400> 3

30

Ser Gly Cyg Asp Val Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu Val val Ser Ala

1 5 10

Leu Val Ser Ile Leu
20

<210> 4
<211> 1183
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> proteina de seda de arafia recombinante ADF3Kai-Large

<400> 4
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Ile Gly Gln Ile Asn Tyr Gly Ala Ser Ala Gln Tyr Thr Gln Met
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Ser

Pro

Ser

Val

600

Leu

Gly

31

Gln

Gly

Pro

425

Ser

Gln

Gly

Pro

Ala

505

Gln

Gly

Ser

Ala

Gly

585

Ser

Val

Ser

Gly

Pro

410

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

430

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

570

Pro

Gln

Gln

Ser

Pro

395

Gly

Gln

Ala

Pro

Gly

475

Gln

Gly

Pro

Ala

Val

555

Ser

Thr

Val

Ala

Ser
635

Gly

Gln

Gln

Ala

Gly

460

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

540

Pro

Ser

Lys

Ser

Leu

620

Ile

Gln

Gln

Gly

Gly

445

Gln

Gln

Gly

Tyr

Gln

525

Ala

Val

Arg

His

Ala

605

Leu

Gly

Gln

Gly

Pro

430

Ala

Gln

Gly

Fro

Gly

510

Gln

Ala

Ala

Val

Ala

590

Ser

Glu

Gln

Gly

Pro

415

Gly

Ala

Gly

Pro

Tyr

495

Pro

Gly

val

Ser

Ser

575

Ala

Asn

val

Ile

Pro

400

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

430

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

560

Ser

Leu

Pro

val

Asn
640



ES 2653253 T3

Tyr Gly Ala Ser Ala Gln Tyr Thr Gln Met Val Gly Gln Ser Val Ala
645 650 655

Gln Ala Leu Ala
660

<210>7
<211> 1983
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia ADF3Kai

<400> 7

32



atgcatcacce
ttteaaggac
caacaagggce
gctggtgget
caaggtcctg
ggcggttatyg
ggctcetageg
goegggacaac
ggaggctatyg
ggcccctatg
agcggccagg
tcegeggegg
caacaaggac
getgeageeyg
cagggaccgyg
ggaggatacg
gggccctacg
agcgggcaac
ccegggggte
tatggtecgg
ggccaacagyg
ggccaacaag

tectgecgeeg

atcatcatca
cagcacgage
caggacagca
atggtcctgy
gtggeccaggy
gtccaggaag
cggetgecge
agggtccagyg
gacccggete
gccegggegce
gaccaggtca
cggcagcggce
caggacaaca
cggeagetgg
gaggccaggg
ggccgggaay
gccecaggagce
aagggccggy
aaggceecgta
gatcggggca
gacocggaca
gccctgggea

ctggcgcagce

ES 2653253 T3

tcaccaccac
cggtteggga
gggtccttat
ctccggtcaa
tcecctacggg
cggacagcaa
tgeegegggt
acagcaagge
aggacaacag
cagcgoggec
gcaggggcca
aggtggctac
aggtectggy
cggttacggt
gecttatgge
cggtcagcaa
ctecggcagcce
tcagcaagga
cggacctggt
gcagggtece
acaaggeceyg
acagggtccg

cggtgggtac

cattcctegyg
caacaagggce
gggcccggeg
cagggcoctt
ccgggggcga
ggtccgggag
ggcaacggac
ccaggggegt
ggaccgggte
gcagccgecyg
ggaggtcagy
ggtcccggaa

ggccaaggac
ccaggetacyg
cetggegett
ggcecctggece
gcagctgcog
ccggggoaac
goegtetgeag
ggtcagcagyg
ggtcaacagg
gggggacagyg

gggcetgggt

33

geteatectt
ctggecagea
caagcgcoage
cgcaacaagqg
gtgeggcage
gtcaaggtcec
cagggagegyg
cggeggetge
aacaaggacce
cgggegggta
gcccatacgg
gcggocaaca
cgtatggace
gccageaggyg
ccgcagecag
aacaaggacc
caggtgggta
agggacctgg
ctgetgetge
geoectggtea
gteoctggaca

gggcctatgg

caggtcaaca

ggaagtgtta
gggcccaggt
agcetgeggece
tccegggeagy
agccgectgca
gtatggccca
acaacaggge
ageggoggec
cggtggecaa
cggecccggt
tccgggeogea
ggggccaggy
aggagcatca
tecgggteag
tgeegettet
tggaggccaa
tgggccaggt
gcagcaagga
ggcetggtgga
gcaagggeca
gcaggggccyg
gcctggeogea

ggggcctggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

caacaaggecd
cagcaaggge
gcageggecyg
caaggacctg
gctgcagtgt
gttgcgagta
cttgtetegt
tcccaagtta
ctagaagtag
tatggtgett

taa

<210> 8
<211> 1154
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cogggeaaca
c¢tggacaaca
cegecgcagy
gccaacaggyg
cegttggagy
gactgtcttc
cgggtececac
gtgcaagtaa
tatecogegtt

cagcccagta

ES 2653253 T3

gggcccegge
ggggccegga
gggatatgge

cccggggggt

ttacggcecct
acctgctget
gaaacatgee
ccoggggtta
ggtgageate

tacacagatg

cagcaaggte
cagcagggac
cocggategy
caggggeegt
cagtcttcgt
tcatcgegag
gececttteaa
tecggatgeg
ttaggeaget

gtgggacaga

cagggcagea
cttacgggee
gccagcaggy
atggtcccgg
ctgttccggt
tatcgagcege
atacgattte
acgttetegt
cctegatagy

gogtcgegea

<223> proteina de seda de arafa recombinante ADF3Kai-Large-NRSH1

<400> 8

34

gggcceggga
cggtgegage
accaggccag
cgctgcaagt
ggcgtcogea
tgtttegtot
atctgtagtg
teaggeacte
tcaaataaac

ggcattgget

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1880

1983



Len

Gly

Pro

Gly

65

Gln

Ala

Gly

Hisg

Glu

Pro

Tyr

50

Pro

Gly

Ala

Gly

Hisg

Val

Gly

35

Gly

Gly

Pro

Ala

Gln

Hisg

Len

20

Gln

Pro

Ser

Gly

Ala

100

Gly

Hisg

Phe

Gln

Gly

Gly

Gly

85

Gly

Pro

ES 2653253 T3

Hisg

Gln

Gly

Ala

Gln

70

Gln

Gly

Tyr

Hisg

Gly

Pro

Ser

55

Gln

Gly

Tyr

Gly

Hisg

Pro

Gly

40

Ala

Gly

Pro

Gly

Pro

35

Hisg

Ala

25

Gln

Ala

Pro

Tyr

Pro

105

Gly

Hisg

10

Arg

Gln

Ala

Ser

Gly

90

Gly

Ser

Hisg

Ala

Gly

Ala

Gln

75

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Ala

60

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

Ser

Gly

45

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

Gly

Gln

Gly

Pro

Ser

Gln

110

Ala

Ser

15

Gln

Gln

Gly

Gly

Ala

95

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Tyr

Gln

80

Ala

Pro

Ala



Ala

Gly

145

Gly

Pro

Ala

Gly

Ala

225

Gln

Pro

Tyr

Tyr

Pro

305

Gly

Tyr

Gln

Gly

130

Pro

Gly

Gly

Ala

Pro

210

Ala

Gln

Gly

Gly

Gly

290

Gly

Pro

Gly

Gln

115

Gly

Gly

Tyr

Gly

Gly

195

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

275

Pro

Ser

Tyr

Pro

Gly
355

Asn

Gln

Gly

Gln

180

Gly

Gly

Gly

Pro

Ser

260

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

340

Pro

Gly

Gln

Pro

165

Gly

Tyr

Gln

Gly

Gly

245

Ala

Gly

Ala

Gln

Pro

325

Ser

Gly

ES 2653253 T3

Pro

Gly

150

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

230

Gln

Ala

Pro

Ser

Gln

310

Gly

Gly

Gln

Gly

135

Pro

Ser

Tyr

Fro

Pro

215

Gly

Gln

Ala

Gly

Ala

295

Gly

Ala

Gln

Gln

120

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

200

Tyr

Pro

Gly

Ala

Gln

280

Ala

Pro

Ser

Gln

Gly
360

36

Gly

Ala

Gln

Pro

185

Ser

Gly

Gly

Pro

Ala

265

Gln

Ser

Gly

Ala

Gly

345

Pro

Gln

Ser

Gln

170

Gly

Gly

Pro

Ser

Gly

250

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

330

Pro

Gly

Gln

Ala

155

Gly

Ala

Gln

Gly

Gly

235

Gly

Gly

Pro

Ala

Gln

315

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ala

Pro

Ser

Gly

Ala

220

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

300

Gly

Ala

Gln

Gln

125

Ala

Ala

Gly

Ala

Pro

205

Ser

Gln

Gly

Tyr

Gly

285

Gly

Pro

Ala

Gln

Gly
365

Gly

Ala

Gln

Ala

190

Gly

Ala

Gly

Fro

Gly

270

Gln

Gly

Gly

Ala

Gly

350

Pro

Gln

Ala

Gln

175

Ala

Gln

Ala

Pro

Tyr

255

Pro

Gly

Tyr

Gly

Gly

335

Pro

Tyr

Gln

Ala

160

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

240

Gly

Gly

Pro

Gly

Gln

320

Gly

Gly

Gly



Pro

Ser

385

Gly

Gln

Gln

Gly

Gly

465

Gln

Pro

Ser

Gly

Val

545

Gly

Ala

Gln

Gln

Gly

370

Gly

Gln

Gln

Gly

Tyr

450

Gln

Gln

Gly

Gly

Gly

530

Ser

Pro

Ser

Gln

Gly
610

Ala

Gln

Gln

Gly

Ala

435

Gly

Gln

Gly

Ala

Gln

515

Gln

Arg

Gly

Ala

Gly

595

Pro

Ser

Gln

Gly

Pro

420

Tyr

Pro

Gly

Pro

Ser

500

Gln

Gly

Ala

Gln

Ala

580

Pro

Tyr

Ala

Gly

Pro

405

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

485

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

565

Ala

Ser

Gly

ES 2653253 T3

Ala

Pro

390

Gly

Gln

Pro

Ser

Gly

470

Gln

Ala

Pro

Tyr

Ala

550

Gly

Ala

Gln

Pro

Ala

375

Gly

Gln

Gln

Gly

Gly

455

Gln

Gln

Ala

Gly

Gly

535

Gly

Pro

Ala

Gln

Gly
615

Ala

Gln

Gln

Gly

Ala

440

Gln

Gln

Gly

Ala

Gln

520

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

600

Ala

37

Ala

Gln

Gly

Pro

425

Ser

Gln

Gly

Pro

Ala

505

Gln

Gly

Gly

Gln

Gly

585

Pro

Ser

Ala

Gly

Pro

410

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

490

Ala

Gly

Ala

Gln

Gln

570

Gly

Gly

Ala

Gly

Pro

395

Gly

Gln

Ala

Pro

Gly

475

Gln

Gly

Pro

Ala

Gln

555

Gly

Tyr

Gln

Ala

Gly

380

Gly

Gln

Gln

Ala

Gly

460

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

540

Gly

Pro

Gly

Gln

Ala
620

Tyr

Gln

Gln

Gly

Gly

445

Gln

Gln

Gly

Tyr

Gln

525

Ala

Pro

Tyr

Pro

Gly

605

Ala

Gly

Gln

Gly

Pro

430

Ala

Gln

Gly

Pro

Gly

510

Gln

Ala

Gly

Gly

Gly

590

Pro

Ala

Pro

Gly

Pro

415

Gly

Ala

Gly

Pro

Tyr

495

Pro

Gly

val

Gln

Pro

575

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro

400

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

480

Gly

Gly

Pro

Ser

Gln

560

Gly

Gly

Gly

Gly



Gly

625

Tyr

Pro

Gly

Gly

Pro

705

Gly

Gly

Tyr

Gln

Ala

785

Pro

Ser

Gln

Gly

Gly
865

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ser

690

Tyr

Pro

Pro

Gly

Gln

770

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

850

Gln

Gly

Pro

Ser

Gly

675

Gly

Gly

Gly

Tyr

Pro

755

Gly

Ala

Gln

Ala

Pro

835

Ser

Gln

Pro

Gly

Gly

660

Ala

Gln

Pro

Ser

Gly

740

Gly

Pro

Ala

Gln

Ser

820

Gly

Ala

Gly

Gly

Ser

645

Gln

Ser

Gln

Gly

Gly

725

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

805

Ala

Gln

Ala

Pro

ES 2653253 T3

Ser

630

Ser

Gln

Ala

Gly

Ala

710

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

790

Pro

Ala

Gln

Ala

Gly
870

Gly

Ala

Gly

Ala

Pro

695

Ser

Gly

Ala

Gln

Gln

775

Gly

Gly

Ser

Gly

Ala

855

Gln

Gln

Ala

Ala

Ala

680

Gly

Ala

Pro

Ser

Gln

760

Gly

Tyr

Gly

Gly

Pro

840

Ala

Gln

38

Gln

Ala

Gly

665

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

745

Gly

Pro

Gly

Gln

Gly

825

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

650

Gln

Ala

Gln

Ala

Gln

730

Ala

Pro

Tyr

Pro

Gly

810

Tyr

Gly

Gly

Pro

Pro

635

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

715

Gln

Ala

Gly

Gly

Gly

795

Pro

Gly

Gln

Gly

Gly
875

Gly

Ala

Gly

Gly

Pro

700

Ala

Gly

Ala

Gln

Pro

780

Tyr

Tyr

Pro

Gly

Tyr

860

Gln

Gly

Gly

Pro

Gly

685

Gly

Ala

Pro

Ala

Gln

765

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

845

Gly

Gln

Gln

Gly

670

Tyr

Gly

Gly

Gly

aAla

750

Gly

Ala

Gln

Pro

Ser

830

Tyr

Pro

Gly

Gly

Asn

655

Gln

Gly

Gln

Gly

Gly

735

Gly

Pro

Ser

Gln

Gly

815

Gly

Gly

Gly

Pro

Pro

640

Gly

Gln

Pro

Gly

Tyr

720

Gln

Gly

Gly

Ala

Gly

BOO

Ala

Gln

Pro

Ser

Gly
880



ES 2653253 T3

Gln Gln Gly Pro Gly Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Prc Gly Ala Ser Ala
885 890 895

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Tyr Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly
200 305 9210

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
915 920 925

Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly
930 935 240

Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gly Gln Gly Ala Tyr Gly
945 950 955 960

Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Gly Ala Ala Gly Gly Tyr Gly Pro Gly
965 970 975

Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
980 985 990

Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly
995 1000 1005

Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
1010 1015 1020

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Tyr Gly Pro Gly Ser Gly Gln
1025 1030 1035

Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gly
1040 1045 1050

Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ala Ser Ala Ala Val Ser Vval
1055 1060 1065

Gly Gly Tyr Gly Pro Gln Ser Ser Ser Val Pro Val Ala Ser Ala
1070 1075 1080

Val Ala Ser Arg Len Ser Ser Pro Ala Ala Ser Ser Arg Val Ser
1085 1090 1095

Ser Ala Val Ser Ser Leu Val 8Ser Ser Gly Pro Thr Lys His Ala
1100 1105 1110

Ala Leu Ser Asn Thr Ile Ser Ser Val Val Ser Gln Val Ser Ala

39



10

ES 2653253 T3

1115 1120 1125

Ser Asn Pro Gly Leu Ser Gly Cys Asp Val Leu Val Gln Ala Leu
1130 1135 1140

Leun Glu Val Val Ser Ala Leu Val Ser Ile Len
1145 1150

<210>9
<211> 3552
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia ADF3Kai-Large

<400> 9

40



atgcatcacc
tttcaaggac
caacaaggge
getggtgget
caaggtectg
ggcggttatyg
ggctctagcg
gogggacaac
ggaggctatg
ggecectatyg
agcggccagy
tcegeggegg
caacaaggac
gctgcagceceg
cagggaccgyg
ggaggatacg
gggecctacy
agcgggcaac
ccegggggte

tatggtccgg

ggecaacagy

ggcocaacaag

atcatcatca
cagcacgagc
caggacagca
atggtectgg
gtggecaggyg
gtccaggaag
cggctgccge
agggtccagyg
gaceoggete
gccegggege
gaccaggtca
cggcagoggce
caggacaaca
cggcagctgy
gaggccaggg
ggccgggaag
goccaggage
aagggccggy
aaggcccgta
gatcggggca
gacocggaca

gecetgggea
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tcaccaccac
cggttceggga
gggtecttat
ctocggtcaa
tecctacggy
cggacagcaa
tgcogogggt
acagcaaggc
aggacaacag
cagagegged
gcaggggeea
aggtggctac
aggtcctggg
cggttacggt
gecttatgge
cggtcageaa
cteoggeagee
tcagcaagga
cggacctggt

gcagggtcce

acaaggeoceg

acagggtecg

cattcctcgg
caacaagggc
gggeccggcyg
cagggecett
ccgggggcga
ggtccgggag
ggcaacggac
ccaggggegt
ggacegggte
geagoogecg
ggaggtcagg
ggtcccggaa

ggccaaggac

ccaggctacg
cetggegett
ggccctggee
geagetgeeg
ccggggcaac
gcgtctgeag
ggtcagcagy
ggtcaacagg

gggggacagg

41

gctcatcett
ctggccagca
caagegeage
cgcaacaagyg
gtgeggcage
gtcaaggtcc
cagggagcgy
cggeggetge
aacaaggacce
cgggegggta
geccatacgg
goggecaaca
cgtatggacc
gccagcaggy
ccgcageocag
aacaaggacce
caggtgggta
agggacctgg
ctgctgctge
gocctggtca
gteoctggaca

gggcectatgg

ggaagtgtta
gggcccaggt
agctgeggece
tecegggeag
agcecgetgea
gtatggccca
acaacagggc
agcggceggcc
cggtggcacaa
cggecccggt
tecgggegea
ggggccaggyg
aggagcatca
tccgggtceayg
tgeegettet
tggaggccaa
tgggecaggt
gcagcaagga
ggctggtgga
gcaagggcca
gcaggggecyg

goctggegea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



tctgeoeogeog
caacaaggcc
cagcaaggge
gcagoggoecy
caaggacctg
gctgcagtgt
ggcccaggtce
gctgoggeeyg
coogggeage
gccgctgeag
tatggeccag
caacagggeg
gcggeggecyg
ggtggccaag
ggccccoggta
cogggegeat
gggccaggygc
ggagcatcag
ccgggtcage
geegettetg
ggaggccaag
gggccaggta

cagcaaggac

gctggtggat

caagggccag

caggggocyy
cetggegeat
gggcctggte
ggocegggac
ggtgegageg

ccaggecage

ctggeogeage
ccgggcaaca
ctggacaaca
ccgocgeagg
gccaacaggg
ccgtttctag
aacaagggcc
ctggtggcta
aaggtoctgy
gcggttatgg
goetotagoge
cgggacaaca
gaggctatgy
geecctatgy
gcggccaggg
ccgeggegge
aacaaggacc
ctgcagccge
agggaccggg
gaggatacgg
ggcoctacgg
gogggcaaca
cegggggtca

atggtccggg

gccaacaggg
gccaacaagg
ctgeegooge
aacaaggccc
agecaagggec
cageggaoge

aaggacctgg
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caggtgggtac
gggccccgge
ggggcccgga
gggatatgge
ceoggggagt
agcacgagcc
aggacagcag
tggtcectgge
tggecagggt

tccaggaage
gagctgeoget
gggtecagga
acceggetea
cecgggegee
accaggtcag
ggcagcggea
aggacaacaa
ggcagetgge
aggccagggy
gecgggaage
cocaggagec
agggcegggt
aggcccgtac
atcggggcag
acccggacaa
ccctgggeaa
tggegeagee
cgggcaacag
tggacaacag
cgecgcagyy

ccaacaggge

gggectgggt
cagcaaggtc
cageagggac
cccggatcegyg
caggggccgt

ggttcgggac

ggtccttatyg
tccggtcaac
ccctacggge
ggacagcaag
gecgegagty
cageaaggec
ggacaacagg
agogeggecyg
caggggccag
ggtggctacyg
ggtcctgggy

ggttacggte

ccttatggcc
ggtcagcaag
toggoagoocy
cageaaggac
ggacctggty
cagggtcccyg
caaggoccgy
cagggtcogy
ggtgggtacg
ggcccoggec
gggceoggac
ggatatggee

ceggggggte

42

caggtcaaca
cagggcagcea
cttacgggee
gccagcaggy
atggtcccogg
aacaagggcc
ggcccggogce
agggcoctte
cgggggcgay
gtccgggagg
geaacggace
caggggogte
gacegggtea
cagceogooge
gaggtcaggg
gtoccggaag
gccaaggacc
caggctacgg
ctggcgette
gecctggeca
cagctgocge
cggggcaaca
cgtctgcage
gtcagcaggg
gtcaacaggqg
ggggacaggy
ggectgggte
agcaaggtcc
agcagggace
ceggatoeggy

aggggeegta

gggacctggt
gggccoggga
cggtgcgage
accaggccag
cgctgcaagt
tggccagecag
aagcgcagca
gcaacaaggt
tgeggeagea
tcaaggtcog
agggagegga
ggcggetgea
acaaggacec
gggcgggtac
cccatacggt
cggocaacag
gtatggacca
ccagcagggt
cgcagccagt
acaaggaccet
aggtgggtat
gggacctggg
tgctgotgeg
ccctggtecag

tocctggacag

ggcctatggg
aggtcaacag
agggcagcayg
ttacgggece
ccagcaggga

tggteccegge

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

3180



10

gctgcaagtg
gogtccgeag
gtttegtcte
tetgtagtgt
caggeactee
caaataaact

gcattggett

<210> 10
<211> 3465
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ctgcagtgtc
ttgcgagtag
ttgtctegte
cecaagttag
tagaagtagt
atggtgette

aa

ES 2653253 T3

cgttggaggt
actgtcttca
gggtcccacg
tgcaagtaac
atcegegttg

ageccagtat

tacggccctc
cctgectgett
aaacatgccg
coeggggttat
gtgagcatet

acacagatgg

agtcttcgte
catcgcgagt
ccctttcaaa
ceggatgoga
taggeagete

tgggacagag

tgttccggtyg
atcgagcget
tacgatttca
cgttetegtt
ctegataggt

cgtegegeag

<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia ADF3Kai-Large-NRSH1

<400> 10

43

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3552



atgcatcacc
tttcaaggac
caacaagggc
getggtgget
caaggtectg
ggcggttatyg
ggctctagcg
gogggacaac
ggaggctatyg
ggecectatyg
agcggccagy
teegeggegy
caacaaggac
gctgcagceceg
cagggaccgy
ggaggatacg
gggecctacy
ageogggeaac
ccegggggte

tatggtccgg

atcatcatca
cagcacgagc
caggacagca
atggtectgg
gtggecaggyg
gtccaggaag
cggctgccge
agggtccagyg
gacccggcetce
gccegggege
gaccaggtca
cggcagcegge
caggacaaca
cggcagctgy
gaggccaggy
ggccgggaag
goccaggage
aagggccggyg
aaggcccgta

gatcggggca

ES 2653253 T3

tcaccaccac
cggttceggga
gggtccttat
ctocggtcaa
tecctacggy
cggacagcaa
tgcogogggt
acagcaaggc
aggacaacag
cagagegged
gcaggggeea
aggtggetac
aggtcctggg
cggttacggt
gocttatgge
cggtcageaa
cteggeagec
tcagcaagga
cggacctggt

gcagggtcce

cattcctcgg
caacaagggc
gggcceggceg
cagggeocett
cecgggggcega
ggtcegggag
ggoaacggac
ccaggggegt
ggaccgggtc
goagdegecyg
ggaggtcagg
ggteceggaa

ggccaaggac

ccaggctacg
cctggegett
ggccctggee
geagetgecg
coggggcaac
gcgtctgeag

ggtcagcagy

44

gctcatcett
ctggccagca
caagcgcagc
cgcaacaagyg
gtgeggcage
gtcaaggtece
cagggagcgy
cggeggetge
aacaaggacc
cgggegggta
geccatacgg
geggeocaaca
cgtatggacc
gccagcaggy
ccgcagcecag
aacaaggacce
caggtgggta
agggacctgy
ctgctgctge

gocctggtca

ggaagtgtta
gggcccaggt
agctgeggece
tecegggeag
agcecgetgea
gtatggceca
acaacagggc
agcggoggcoc
cggtggccaa
cggoccaggt
tecgggegea
ggggccaggyg
aggagcatca
tccgggtceayg
tgcegettcet
tggaggccaa
tgggecaggt
gcagcaagga
ggctggtgga

gcaagggcca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200



ggccaacagyg
ggccaacaaqg
tctgecocgeeyg
caacaaggcc
cagcaaggge
gcagcggcecyg
caaggacctg
getgcagtgt
ggcccaggte
getgeggeeg
ccogggcage
goecgetgeag
tatggcccag
caacagggeyg
gcggeggecy
ggtggecaag
ggccccggta
cocgggogceat
gggcecaggge
ggagcatcag
coegggtcage
goecgettotg
ggaggccaag
gggccaggta
cagcaaggac
getggtggat
caagggccag
caggggccgy
cctggogceat
gggectggte

ggoccgggac

gacceggaca
goccctgggea
ctggcgeagce
ccgggcaaca
ctggacaaca
ccgcogeagy
gecaacagygyg
ccgtttctag
aacaagggcc
ctggtggceta
aaggtcctgy
geggttatgg
gctctagege
cgggacaaca
gaggctatgg
gecoctatgg
gcggecaggy
ccgoeggeggce
aacaaggace
ctgeageoge
agggaccggyg
gaggatacgg
ggccctacgg
gogggcaaca
cegggggtea
atggtceccggy

gccaacaggyg

gccaacaagyg
ctgcecgecge
aacaaggecc

agcaagggcc

ES 2653253 T3

acaaggeccg
acagggtccg
cggtgggtac
gggccccgygce
ggggeccgga
gggatatggc
cecggggggt
agcacgagcc
aggacagcag
tggtcctggce
tggeocagggt
tecaggaage
ggctgeceget
gggtcecagga
acecggetea
caogggegee
accaggtceag
ggcagcggca
aggacaacaa
ggcagetgge
aggccagggyg
gecgggaage
cccaggagece
agggccgggt
aggeccogtac
atcggggcag
acccggacaa
ccctgggeaa
tggecgecagec
cgggcaacagq

tggacaacag

ggtcaacagg
gggggacagyg
gggoctgggt
cagcaaggtc
cagcagggac
cccggatcgg
caggggecgt
ggttcgggac

ggtccttatg

tccggtcaac
ccctacggge
ggacagcaag
gcegegggty
cagcaaggec
ggacaacagyg
ageogeggecyg
caggggccag
ggtggctacg
ggtcetgggy
ggttacggte
cettatggec
ggtcageaag
teggoagecey
cagcaaggac
ggacctggtg
cagggtcceg
caaggcccgg
cagggtccgg
ggtgggtacy
ggcccogges

gggcccggac

45

gtoctggaca

gggecctatgy

caggtcaaca
cagggcagca
cttacgggee
gccagcaggy
atggtoccgyg
aacaagggcc
ggccoggoege
agggeccttce
cgggggcgag
gteegggagy
gcaacggacc
caggggegte
gaccgggtea
cageagedge
gaggtcaggy
gtccocoggaag
gccaaggace
caggetacgy
ctggegette
geectggeca
cagcetgecoge
cggggcaaca
cgtetgeage
gtcagcaggy
gtcaacaggy
ggggacaggy
ggcetgggte
agcaaggtec

agcagggacc

gcaggggccyg
gcctggcgea
ggggectggt
gggcccggga
cggtgegage
accaggccag
cgetgeaagt
tggccagcag
aagcgcagca
gcaacaaggt
tgcggcagea
tcaaggtceg
agggagcgga
ggcggctgea
acaaggacec
gggcgggtac
cocatacggt
cggccaacag
gtatggacca
ccagcagggt
cgeagecagt
acaaggacet
aggtgggtat
gggacctggg
tgetgetgeg
ccectggteoag
tcctggacag
ggcctatggg
aggtcaacag
agggcagcag

ttacgggecce

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

3060



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ggtgegageg
ccaggecage
getgeaagtyg
gogtccgeag
gtttegtcte
tctgtagtgt

caggeactee

cagcggecge
aaggacctgg
ctgeagtgte
ttgcgagtag
ttgtctegte
cccaagttag

tagaagtagt

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador promotor T7

<400> 11

taatacgact cactataggg 20

<210> 12
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rep Xba |

<400> 12
tctagaaacg gacactgcag cacttgc

<210> 13
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador terminador T7

<400> 13

gctagttatt gctcagegg 19

<210> 14
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Xba | Rep

<400> 14
tctagagcac gagccggttc gggacaac

<210> 15
<211> 434
<212> PRT
<213> Artificial

ES 2653253 T3

cgeocgeagygy
ccaacaggge
cgttggaggt
actgtcttca
gggtcccacg
tgcaagtaac

atcegegttg

27

ggatatggee
ceggggggte
tacggeccte
cctgectgett
aaacatgccg

ccggggttat

gtgageatcet

28

46

ceggateggy
aggggcecgta
agtcttegte
catcgcgagt
ccctttcaaa
cocggatgcga

tataa

ccageaggga
tggtoccgge
tgttecggty
atcgagcget
tacgatttca

cgttctcegtt

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3465



<220>

ES 2653253 T3

<223> Proteina de seda de araia recombinante ADF4Kai

<400> 15

Met

1

Leu

Ala

Ser

Ala

65

Gln

Ser

Pro

Pro

Ala

145

Pro

Pro

Gly

Pro

His

Glu

Ala

Gly

50

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

130

Ala

Gly

Gly

Tyr

Gly

His

Val

Ala

35

Pro

Ala

Pro

Ala

Ser

115

Ser

Ala

Ser

Ser

Gly

195

Gly

His

Leu

20

Ser

Val

Ala

Ser

Ala

100

Gln

Gln

Ala

Gln

Ser

180

Pro

Pro

His

Phe

Gly

Ala

Ala

Gly

g5

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Gly

Gly

His

Gln

Ser

Tyr

Gly

70

Pro

Ala

Pro

Ala

Ala

150

Pro

Ala

Ser

Ser

His

Gly

Gly

Gly

55

Ser

Gly

Ala

Ser

Ser

135

Ala

Ser

Ala

Gln

Ser

His

Pro

Gly

40

Pro

Gly

Gly

Ala

Gly

120

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

200

Ala

47

His

Ala

25

Tyr

Gly

Pro

Tyr

Ala

105

Pro

Pro

Ala

Pro

Ala

185

Pro

Ala

His

10

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

90

Ser

Gly

Gly

Ser

Gly

170

Ala

Ser

Ala

His

Ser

Pro

Pro

Gly

75

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

155

Ala

Ala

Gly

Ala

Ser

Ser

Glu

Val

60

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

140

Pro

Tyr

Ala

Pro

Ala

Ser

Ala

Azn

45

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

205

Ala

Gly

Ala

30

Gln

Ser

Pro

Ser

Gly

110

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

190

Val

Ala

Ser

15

Ala

Gly

Ala

Glu

Gly

95

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

Gly

175

Pro

Tyr

Gly

Ser

Ala

Pro

Ala

Asn

80

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

160

Gly

Gly

Gly

Ser



Gly

225

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

305

Gly

Ser

Ser

Ala

Asn

385

Leu

Val

Leu

<210> 16
<211> 1305
<212> ADN
<213> Artificial

210

Pro

Tyr

Ala

Pro

Pro

290

Gly

Pro

Val

Ser

Val

370

Pro

Val

Azn

Ser

Gly

Gly

Ser

Gly

275

Gly

Tyr

Ser

Ala

Ala

355

Ser

Gly

Ser

Val

Gly

Pro

Gly

260

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

340

Val

Gly

Ala

Ser
420

Tyr

Gly

245

Pro

Ser

Ser

Pro

Pro

325

Ser

Ser

Ala

Ser

Leu

405

Ser

ES 2653253 T3

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

310

Gly

Val

Ser

Leu

Gly

390

Val

Val

215

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

295

Ser

Ala

Tyr

Azn

375

Cys

Ala

Ser

Glu

Gly

Tyr

Tyr

280

Ala

Gln

Tyr

Leu

Val

360

Ser

Asp

Ile

Gln

48

Azn

Ser

Gly

265

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

345

Ser

Leu

Ala

Leu

Ser
425

Gln

Ser

250

Pro

Pro

Ala

Pro

Pro

330

Ser

Val

Ser
4190

Thr

Gly

235

Ala

Gly

Gly

Ala

Ser

315

Ser

Gln

Gly

Ser

Val

385

Ser

Gln

220

Pro

Ala

Ser

Ser

Ala

300

Gly

Pro

Pro

Pro

Gln

380

Gln

Ala

Met

Ser

Ala

Gln

Gln

285

Ala

Pro

Ser

Arg

Thr

365

Ile

Ala

Ser

Ile

Gly

Ala

Gly

270

Gly

Ser

Gly

Ala

Leu

350

Asn

Ser

Leu

Ile

Ser
430

Pro

Ala

255

Pro

Gly

Gly

Tyr

Ser

335

Glu

Gly

Ala

Leu

Gly

415

Gln

Gly

240

Ala

Ser

Ser

Pro

Gln

320

Ala

Val

Ala

Ser

Glu

400

Gln

Ala



10

15

<220>

ES 2653253 T3

<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia ADF4Kai

<400> 16

atgcaccatc
tteocagggte
tatggteceg
tecagtgoeg
caagggccga
gctgeogegy
cctggeggga
ggtgctageg
cetggttoce
gecgeagecy
ccttcaggcee
gcagctggtt
ggctatggce
cecgggggtt
ggcccaggta
gcaageggac
ggcccgtcag
tcegtgtate
tocgagtggee
atatcagcat
cttgtgteeg

agegtgtete

<210> 17
<211> 355
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

atcatcacca
ctgegggtte
aaaatcaggg
cagectgeege
gcgggccagyg
ctgctagcgg
gtggtggtta
cageggaoge
agggaccate
ctgecgeage
cgggtgttta
cgggacctgy
cgggoggtag
acgggectgg
gtcagggtgg
ctgggggeta

ggcctggggce

ttcgeoctceca
cgaccaacygqg
ctaacceggg
cgettgtgge

agagcaccca

tcaccaccat
aagegcaget
geegtetgga
cgcagcagge
gggatatggt
tcegggegggy
tggccccggt
ggcggcetgee
aggtcceggt
ggcttcagga
cggtccagge
tgggtatgga
tggatctagt
tagecaggga
tteocggecea
tggtecaggy
ctatggacca
accccgttta
ggcagcagtyg
tetgtetggt
gattetttet

gatgatectea

catagcagtg
getgeggetyg
cetgtggeat
teaggacegg
cctgggggta
tacggcccgyg
tcccaaggtyg
goggocgoaa
gegtatggac
ccaggaggtt
ggcccgggta
cctgaaaacc
gctgcegetyg
cegtetggge
ggtgcgageg
tecacagggce
agtccatctg
gaggtaagtt
agcggegeac
tgegatgegt
agegegtega

caggegetgt

<223> Proteina de seda de arafia recombinante MaSp2_N

<400> 17

Met Hig Hig Hig Hig Hig Hig Ser Ser Gly Ser Ser Leu Glu Val Leu

1

5

10

49

gatcttcett
ctgctagtgg
acggacceggg

gaggctatgyg

gcggatcaag
gctctcaggg
catctggtce
gtggeectgy
cgggeggecc
acggeoccagy
gtagtgctge
aaggcccatc
cocgctgetge
caggtggcag
ctgeggegge
ccteaggtee
ctagtgccte
ctgcegttte
tcaatagtct
tggttcagge
ttggtcaagt

cttaa

ggaagtatta
cagegggggt
tggtecagtg
gocagaaaat
cgocggetgca
tccgagegge
aggtggtceg
aggatatgge
cggaagcage
cagtcaaggt
agcggoggcoc
ggggectggt
agccagcgga
tggagggtat
ggcagcagca
aggatatcag
tgtggeggoce
ctctttggtg
ggtttctcaa
actgttagaa

gaatgtaagt

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1305



Phe

Gln

Ala

Gly

65

aAla

Gln

Tyr

Gln

Pro

145

Gly

Pro

Gly

Ile

Gln

225

Ala

aAla

Gln

Gly

Gly

Pro

Ala

Gln

Gly

Gln

130

Gly

Pro

Ser

Pro

Ala

210

Gln

Gly

Ala

Gly

Proc

35

Pro

Gly

Ala

Gly

Pro

115

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

195

Ala

Gly

Ala

Ser

Pro

20

Ser

Gly

Gln

Gly

Pro

100

Gly

Pro

Ala

Gln

Pro

180

Gly

Ser

Pro

Gly

Arg
260

Ala

Gly

Gly

Gln

Pro

85

Gly

Ser

Gly

Ser

Gln

165

Gly

Tyr

Ala

Ala

Ser

245

Leu

ES 2653253 T3

Arg

Pro

Tyr

Gly

70

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

150

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

230

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

Gln

Tyr

Ser

Tyr

135

Ala

Pro

Ala

Pro

Ser

215

Tyr

Gly

Ser

Gly

Ser

40

Pro

Ser

Gln

Gly

Ala

120

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

200

Ala

Gly

Tyr

Pro

50

Pro

25

Ala

Gly

Gly

Gly

Pro

105

Ala

Pro

Ala

Gly

Ala

185

Gln

Gly

Pro

Gly

Asp
265

Gly

Ala

Gln

Ala

Leu

90

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

170

Ala

Gln

Pre

Gly

Pro

250

Ser

Gly

Ala

Gln

Gly

75

Gly

Gln

Ala

Gln

Ala

155

Ala

Ala

Gly

Gly

Ser

235

Gly

Gly

Tyr

aAla

Gly

Ser

Gly

Gln

Ala

Gln

140

Gly

Pro

Ala

Pro

Gly

2290

Ala

Ser

ala

Arg

Ala

45

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ala

125

Gly

Pro

Gly

Ala

Ser

205

Tyr

Val

Gln

Arg

Pro

30

Ala

Gly

Ala

Gly

Pro

110

Gly

Proc

Gly

Gln

Ala

190

Gly

Gly

Ala

Ala

Val
270

Gly

Ala

Gly

Ala

Pro

95

Gly

Pro

Ser

Gly

Gln

175

Arg

Pro

Pro

Ala

Ser

255

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

80

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

160

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

240

Ala

Ser



10

Ala

Ser

Val

Ser

Ser Asn
275

Vval Ile

290

Gly
305

Ser

Leu

Ala

Tyr

Ser

<210> 18
<211> 1068
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Gly

Ala

Ser Gly

Cys Val

ES 2653253 T3

Leu Val Ser

Ala
295

Ser Asn

Cys Asp Val

310

Thr Ile Leun

325

Ala Ala
340

Phe
355

Ser

Gln Phe

Ser Gly Pro

280

Val Ser Gln

Gln

Leu Ile

Ser
330

Ser Ser

Ala Gln
345

Val

Thr Ser

Ile Gly

300

Ala
315

Leu

Ser Ile

Ser

285

Ala

Leu

Gly

Ala Ala

Ser Asn

Glu

Ile

Gln Vval

Len

Pro

Val

320

Asn

Val Gly

<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia MaSp2_N

<400> 18

atgcatcacce

gcgagagcaqg

gctgcggogg

cegggtggtt
gcageggcygy
ggtgggtatyg

gcggcagcygy

ggaccaagcg

gggecctggee

ggaagtgcgg

cagcagggtce
tacggtecag

getggtgegy

cttgcatcce

atcatcatca

gacctggcgy
cggcagctgce
atgggccggy
gteccggtea
gaccaggeca
ctgoeggace
ggccagggay
agcaaggtcc
ctgcggcagce
cgageggtee
ctecagcaagg

gatcageggg

ctgattcagg

ttetteagge
ctatcgtecct
agcggoaggt
acagcaaggc
acagggetta
acaagggece
agggcagcag
cgcgagtgca
aggcggttac
agcagctgcg
tggtattgee
geeggetgga
ttatggacece

tgcacgcgtt

tectegeteg
ggacaacaag
ccoggaggct
cctageggtyg
gggggctacyg
ggeggatacyg
gggccggggyg
gccegeggeey
gcacccgyggce
agggcgggcc
gcaageogeag
tatggtcocag
ggctcacagg

gccagtgcog

51

aagttcteott
goccccagtgg
atggcccogg
caggtagcge
gacctggtea
gteegggtte
ggtatggtece
ctgcaggcce
aacagggtcc
cagggggtta
ctteegetgg
gttetgecgt
caagtgetge

tctcaaacct

Gln

335

Ser val
350

tecaaggaceg
cccgggaage
acaacaggga
ggcggccgea
gcagggdece
agctagagece
tgggcaacaa
aggtggctac
tagtgggcca
cggccoccagea
cectggagyg
ggctgectea
agcctegegt

cgtgtcaagt

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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ggtcccactt cgtcggectge tttgtctagt gttatttcaa
gcctcgaacce caggcttatc tggttgtgat gtccttatte
tctgettgtyg tcacgatctt atcctcatecg tctatcggte

tegeagtteg cccaagttgt gggtcaaage gttttgtogg

<210> 19
<211> 559
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de seda de arafia recombinante Flag_92_short2

<400> 19

Met Hig Hig Hig Hig Hig Hig Hig Hig Hisg
1 5 10

Leu Glu Val Leu Phe Gln Gly Pro Gly Ala
20 25

Gly Ala Gly Pro Gly Gly Val Gly Pro Gly
35 40

Val Gly Pro Gly Gly Ser Gly Pro Gly Gly

Gly Pro Gly Gly Val Gly Pro Gly Gly Ala
65 70

Gly Gly Ser Gly Pro Gly Gly Ala Gly Gly
85 80

Ala Tyr Gly Pro Gly Gly Ser Tyr Gly Pro
100 105

Gly Gly Ala Gly Gly Pro Tyr Gly Pro Gly
115 120

Ala Gly Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gly Ala
130 135

Gly Gly Ala Gly Gly Pro¢ Tyr Gly Pro Gly
145 150

Gly Pro Gly Gly Ser Tyr Gly Pro Gly Gly
165 170

52

atgccgttag ccagatcggt
aagcactgtt agagattgtt
aggtcaatta tggtgccgcg

cgttttaa

Hig Ser Ser Gly Ser Ser
15

Gly Gly Ser Gly Pro Gly
30

Gly Ser Gly Pro Gly Gly
45

Val Gly Pro Gly Gly Ser

Gly Gly Pro Tyr Gly Pro
75 80

Ala Gly Gly Pro Gly Gly
95

Gly Gly Ser Gly Gly Pro
110

Gly Glu Gly Pro Gly Gly
125

Gly Gly Pro Tyr Gly Pro
140

Gly Glu Gly Gly Pro Tyr
155 160

Ala Gly Gly Pro Tyr Gly
175

200

260

1020

1068



Pro

Gly

Gly

Ser

22585

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

305

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

385

Gly

Pro

Gly

Pro

Tyr

210

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

290

Gly

Pro

Gly

Gly

Val

370

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

195

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

275

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

355

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

130

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

260

Gly

Pro

Gly

Gly

Phe

340

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala
420

Tyr

Prao

Gly

Gly

Ser

245

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

328

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

405

Gly

ES 2653253 T3

Gly

Gly

Gly

Tyr

230

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

310

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

390

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

215

Gly

Pro

Gly

Gly

Sar

295

Gly

Pro

Gly

Gly

Phe

375

Gly

Pro

Ala

Gly

Val

200

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

280

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

360

Gly

Pro

Gly

Gly

53

Gly

185

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

265

Gly

Pro

Gly

Gly

Phe

345

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly
425

Glu

Pro

Gly

Gly

Tyr

250

Gly

Fro

Gly

Gly

Tyr

330

Gly

Proc

Gly

Gly

Ala

410

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

235

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

315

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

395

Gly

Gly

Pro

Gly

Tyr

220

Gly

Pro

Gly

Gly

Tyr

300

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

380

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

205

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

285

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

365

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

190

Gly

Pro

Gly

Gly

Sar

270

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

350

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly
430

Ala

Pro

Gly

Gly

Ser

255

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

335

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

415

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

240

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

320

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

400

Gly

Ser
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Gly

Ile

Thr
465

Gly

Gly

Asn

Len

Ala
545

<210> 20
<211> 1680
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Gly

Thr

450

Ile

Ile

Asn

Asn

Ser

530

Met

Ala

435

Ile

Ser

Met

Met

Val

515

Asn

Ser

Gly

Asp

Ala

Ser

Len

500

Asn

His

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ala

485

Ser

Val

Gly

Tyr
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Ser

Ala

Tyr

470

Met

Gln

Leu

Ser

Ser
550

Gly

Asp

455

Pro

Gln

Tyr

Met

Ser

535

Asn

Gly

440

Gly

Ser

Gly

Ser

Asp

520

Ser

Ser

Thr

Pro

Ser

Ser

Ser

505

Ala

Phe

Val

Thr

Ile

Arg

Gly

490

Gly

Leu

Ala

Gly

Ile

Thr

Val

475

Phe

Ser

Leu

Pro

Arg
555

Ile

Ile

460

Pro

Asn

Gly

Ala

Ser

540

Met

<223> ADN recombinante de gen de proteina de seda de arafia Flag_92_short2

<400> 20

54

Glu

445

Ser

Asp

Tyr

Thr

Ala

525

Pro

Phe

Asp

Glu

Met

Gln

Cys

510

Leu

Thr

Ala

Len

Glu

Val

Met

495

Asn

Hisg

Pro

Tyr

Asp

Len

Asn

480

Phe

Pro

Cys

Ala



atgcatcacce
ttteaaggac
cegggtggtt
cctggtggat
gggggctctyg
gggggttcat
cegggeggty
ccectacggge
ggcccgggeyg
tacggtccag

ggtccaggcg

ggaccaggtyg
ggtccgggag
ggtccaggag
ggcceaggty
ggacegggtyg
ggtceeggag
ggtccaggeg
ggtccaggtyg
ggaccagggy
ggacctggag
ggtggagetyg
actactataa
tcggaagaat
ggaattatgt
tctcaatata
gegetgttag

cctactecag

atcatcatca
caggagctgg
¢tggaccegy
caggacctgg
gcccaggagyg
acggcccagg
agggaccagg
caggcggggce
ggtettacgg
gcggagaggyg

gcggtggtec

gctctggacc

gtagtggacc
gatcaggtcc
geagtggace
gatctggace
gtagtggace
gatttggtcc
gggcaggacc
gtgcaggtcc
gagcaggace
gtggtgcagy
tegaagaccet
tgactatttc
ctgcaatgca
gtagtggttc
cggetttaca

cagctatgte
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tcaccaccac

agggtceggt
tggagtaggt
aggtgtaggt
cgctggtggg
gggttcagga
gggegetgge
tggaggacey
accaggtgge
tccaggtggg

gggcgggtat

cggagggtac
aggaggttat
aggtggaagt
gggaggatat
aggeggttet
aggtggatat
tggtggttct
tggtggagtt
tggtggcget
aggtggtget
tggagcaggt
tgatattacg
agcttattat
aggaagtggt
tggaacatgt
ttgtettagt

agcctatage

cattectegg
cogggeggcy
cegggeggtt
cctggtggeg
gcaggagggce
ggtccaggag
ggaccctatg
tatggacegg
gcaggaggte
gcaggtggge

ggcccgggty

gggeegggty
gggectgggy
ggtccagggy
ggcccaggag
ggtcegggay
ggaccaggag
gggectggty
ggacctgggy
ggtcctggag
ggececggty
ggtteaggag
attgatggag
ccatcatcta
tttaattatc
aatccgaata
aatcatggat

aattctgttg

55

geteatectt
ctggtecggy
ceggtecggy
cgggtggoece
ctggtgggge
gtgcaggggg
gacctggegy
gtggagaagy
cttatgggec

cttatggcce

gogcaggtce

gttcagggce
gttcagggce
gttatggcce
gttecaggtee
gttacggtece
ggtetggace
ggtatggtcc
gttttggacec
gegetgggee
gegcaggeoe
gagetggtgy
cagatggtcc
gagtgcctga
aaatgtttgg
atgtaaatgt
cctcateatt

gtagaatgtt

ggaagtgtta
aggagtgggt
aggcgtogga
ttacggccect
gtatggtccc
accatacgga
agcetggaggt
tggteegtace
gggtggacca
gggaggagtt

aggcggatat

tggaggttat
aggtggttat
tggtggtage
cggtggatac
tgggggtagt
cggaggtttt
tggcggatct
cggtggtgey
aggcggtget
tggaggtget
tteaggtgga
catcactatt
tatggttaat
taatatgtty
tttaatggat
tgcetecgagt

tgettattaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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REIVINDICACIONES

1. Una solucién de polipéptido en la que un polipéptido obtenido a partir de proteinas de seda de arafia natural se
disuelve en un disolvente,

en la que el polipéptido es una proteina de seda de arafia natural o una proteina de seda de arafia recombinante y el
disolvente contiene al menos uno seleccionado entre los siguientes (i)-(iii):

(i) Dimetil sulféxido;
(i) Dimetil sulféxido con una sal inorganica; y
(iii) N,N-dimetilformamida con una sal inorganica; y

en la que, cuando la solucion de polipéptido es de un 100 % en masa, el porcentaje del polipéptido esta en un
intervalo de un 3 a un 45 % en masa.

2. La solucion de polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que, cuando el disolvente es de un 100 % en
masa, el porcentaje de la sal inorganica esta en un intervalo de un 0,1 a un 20 % en masa.

3. La solucién de polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que, cuando el disolvente
es de un 100 % en masa, el porcentaje de la al menos una sustancia seleccionada entre (i)-(ii) mencionada
anteriormente es un 22 % en masa o superior y un 100 % en masa o inferior, y el porcentaje restante contiene
alcohol.

4. La solucion de polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que, cuando el
disolvente es de un 100 % en masa, el porcentaje de la al menos una sustancia seleccionada entre (i)-(iii)
mencionada anteriormente es de un 10 % en masa o superior y un 100 % en masa o inferior, y el porcentaje restante
contiene agua.

5. La solucion de polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la sal inorganica
es al menos una seleccionada entre haluros de metal alcalino, haluros de metal alcalinotérreo, nitrato de metal
alcalinotérreo y tiocianato.

6. La solucion de polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en las que la solucion de
polipéptido es una solucion de fluido de hilado.

7. Un método para producir una fibra de polipéptido artificial usando la solucién de polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende:

usar la solucion de polipéptido como una solucién de fluido de hilado; y

extruir la solucion de fluido de hilado de una hilera en un liquido de coagulacién en un bafio de desolvatacion
para eliminar un disolvente de la solucion de fluido de hilado y formar una fibra para preparar un hilo no estirado,
obteniendo de ese modo una fibra de polipéptido artificial.

8. El método para producir una fibra de polipéptido artificial de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende
adicionalmente:

estirar el hilo no estirado.

9. Un método para purificar un polipéptido usando la solucién de polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que comprende:

someter la solucion de polipéptido a tratamiento térmico y a partir de ese momento eliminar una sustancia no
disuelta en la misma.

10. El método para purificar un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el polipéptido obtenido a
partir de proteinas de seda de arafia natural es insoluble.

11. El método para purificar un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10, en el que el tratamiento térmico
se realiza de 45 a 100 °C.

12. El método para purificar un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la
sustancia no disuelta se elimina mediante separacion a través de filtracion o centrifugacion.
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