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DESCRIPCION
Biblioteca de péptidos y su uso
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un péptido, un derivado peptidico, un acido nucleico correspondiente al péptido o
al derivado peptidico, un vector que comprende el acido nucleico, una célula en la que se introduce el vector y/o el
acido nucleico, un procedimiento para producir el péptido y/o el derivado del mismo que comprende cultivar la célula,
una biblioteca de péptidos que comprende el péptido y/o el derivado del mismo, un procedimiento para identificar un
péptido y/o un derivado del mismo que se une a una molécula diana, un procedimiento para producir un péptido y/o
un derivado del mismo que se une a una molécula diana, un procedimiento para determinar si un péptido de prueba
y/o un derivado del mismo se une a una molécula diana, una biblioteca de acidos nucleicos que comprende el acido
nucleico, una composicion que comprende el péptido o el derivado del mismo, el acido nucleico, el vector, o la célula,
un reactivo que comprende el péptido o el derivado del mismo, el acido nucleico, el vector, o la célula, etc.

Técnica antecedente

La SPINK2 (inhibidor de la serina proteasa Kazal-tipo 2) es una proteina de 7 kDa compuesta de dominios de tipo
Kazal que tienen tres enlaces disulfuro. En el cuerpo humano, esta proteina se expresa en el testiculo o la vesicula
seminal y funciona como un inhibidor de la tripsina/acrosina (literatura no patente 1).

En 1991, Winter et al., informaron del cribado de anticuerpos usando la presentacién en fagos, y esta presentacion en
fagos tuvo un gran impacto en el desarrollo de farmacos de anticuerpos al proporcionar un procedimiento para
desarrollar anticuerpos completamente humanos (Literatura no patente 2). Con los recientes avances en la ingenieria
de proteinas, los andamios sin anticuerpos se han desarrollado cada vez mas activamente utilizando técnicas de
presentacion como la presentacion en fagos o la presentacion en ribosomas. Estos andamios que no son anticuerpos,
también llamados proteinas de unién de ingenieria (afinidad), etc., se refieren a proteinas artificiales provistas de
regiones de unioén similares a la region variable de anticuerpos (CDR). Los andamios que no son de anticuerpos tienen
actividad de unién contra la proteina X a la que se va a direccionar y permiten la interaccion proteina-proteina. Ademas,
los andamios sin anticuerpos tienen caracteristicas beneficiosas desde el punto de vista de la productividad, la
inmunogenicidad, la infiltracion de tejidos, etc. Segun lo tipificado por la biblioteca de dominio de Kunitz (Dyax Corp.)
(literatura de patentes 1), anticalina (Pieris AG) o similares, solo se han desarrollado tipos limitados de andamios sin
anticuerpos, aunque se ha deseado su crecimiento cientifico o industrial. Por lo tanto, se ha deseado el desarrollo de
un nuevo andamio sin anticuerpos contra una molécula relacionada con enfermedad (literatura no patente 3). La
literatura de patentes 2 se refiere a la proteina SPINK2 humana. La literatura no patente 4 se refiere al mecanismo de
inhibicion de la proteina MRPINK, que inhibe especificamente la quimotripsina pero no la tripsina o la trombina.

Lista de citaciones

Literatura de Patentes

Literatura de Patentes 1: Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. US2008/0020394 A1 (o
Publicacion Nacional Japonesa de Publicacion de Solicitud Internacional de Patente No. 2007-524348)

Literatura sobre Patentes 2: Publicacion de Solicitud de Patente PCT No. WO2006/125195 A2.

Literatura no patente

Literatura no patente 1: Chen T, Lee TR, Liang WG, Chang WS, Lyu PC. (2009) Identification of trypsin-inhibitory
site and structure determination of human SPINK2 serine proteinase inhibitor. Proteins 77 (1): 209-19.

Literatura no patente 2: James D. Marks, Hennie R. Hoogenboom, Timothy P. Bonnert, John McCafferty, Andrew
D. Griffiths, Greg Winter (1991) By-passing immunization: Human antibodies from V-gene libraries displayed on
phage. J Mol Biol. 222 (3): 581-97.

Bibliografia no patente 3: Skerra A. (2007) Alternative non-antibody scaffolds for molecular recognition. Curr Opin
Biotechnol. 18: 295-304.

Literatura no patente 4: Ye Li et al. "Inhibition Mechanism and the Effects of Structure on Activity of Male
Reproduction-Related Peptidase Inhibitor Kazal-Type (MRPINK) de Macrobrachium rosenbergii", Marine
Biotechnology, Springer-Verlag, NE, vol. 11, no. 2, 16 de septiembre de 2008, paginas 252-259.

Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Los presentes inventores han realizado estudios diligentes sobre SPINK2 y una variante de la misma, y en
consecuencia completaron la presente invencion, por ejemplo, preparando una biblioteca que comprende un péptido
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que exhibe una alta actividad de unién contra una molécula distinta de una diana endégena de SPINK?2 y aislar, de la
biblioteca, un péptido que exhiba una alta actividad de unién contra una molécula diana distinta de la diana endégena.

Solucién al problema

La presente invencion se refiere a:

(1) una biblioteca de péptidos que comprende una pluralidad de péptidos diferentes en la que los péptidos
comprenden cada uno una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que consiste
en la secuencia representada por la SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias en la que la secuencia de
nucledtidos ha sido modificada por reemplazo de una secuencia de nucleétidos que consiste en la 432 base timina
a la 932 base timina con una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias, en la que la biblioteca de péptidos tiene una diversidad de al menos 1
x 105;

(2) la biblioteca de acuerdo con (1), en la que la biblioteca tiene una diversidad de al menos 1 x 108, preferiblemente
al menos 1 x 100;

(3) la biblioteca de péptidos de acuerdo con (1) o (2), en la que cada uno del 1° Xaa al 5° Xaa, el 7° Xaa, el 9° Xaa
y el 10° Xaa contando desde el extremo amino de la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias en cada péptido
de dicha pluralidad de péptidos es independientemente cualquier aminoacido que no sea cisteina y prolina

(4) la biblioteca de péptidos de acuerdo con una cualquiera de (1) a (3), en la que cada uno del 6° Xaa y del 8° Xaa
contando desde el extremo amino de SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias en cada péptido de dicha
pluralidad de péptidos es independientemente cualquier aminoacido que no sea cisteina

(5) la biblioteca de acuerdo con una cualquiera de (1) a (4), en la que la biblioteca es una biblioteca de presentacion
de fagos, una biblioteca de presentacion de ribosomas o una biblioteca de presentacion de acidos nucleicos;

(6) un procedimiento para identificar un péptido que se une a una molécula diana, que comprende los siguientes
pasos (i) y (ii):

(i) poner en contacto péptidos contenidos en la biblioteca de acuerdo con una cualquiera de (1) a (5) con la
molécula diana; y

(i) recuperar un péptido que se une a la molécula diana;
(7) el procedimiento de acuerdo con (6), en el que la molécula diana se deriva de un ser humano;
(8) el procedimiento de acuerdo con (6) o (7), en el que la molécula diana no es un objetivo endégeno de SPINK2;

(9) el procedimiento de acuerdo con (8), en el que la diana enddgena es la tripsina y/o la acrosina, en el que el
péptido inhibe la actividad proteolitica de la serina proteasa y en el que el procedimiento comprende el paso
adicional (iii): (iii) determinar que el péptido es positivo para la inhibicion, cuando el péptido inhibe la actividad
proteolitica de la serina proteasa;

Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencion proporciona una biblioteca de péptidos util en el cribado de un péptido que se une a una
molécula diana deseada.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 es un diagrama que muestra que por ELISA se confirmé que los mutantes SPINK2
(policlonales) se unen a una molécula diana a-quimotripsina, en el que los mutantes SPINK2 obtenidos por barrido
contra la molécula diana se exhibieron en un fago. Se us6 BSA como una molécula de control negativo.

[Figura 2] La Figura 2 es un diagrama que muestra que por ELISA se confirmé que los mutantes SPINK2
(policlonales) se unen a una calicreina plasmatica de la molécula diana, en el que los mutantes SPINK2 obtenidos
mediante el desplazamiento contra la molécula diana se exhibieron en un fago. Se usé BSA como una molécula
de control negativo.

[Figura 3] La Figura 3 es un diagrama que muestra que por ELISA se confirmd que los mutantes SPINK2
(policlonales) se unen a una molécula diana hEGFR/Fc, en el que los mutantes SPINK2 obtenidos mediante el
desplazamiento contra la molécula diana se exhibieron en un fago. Se usé BSA como una molécula de control
negativo.
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[Figura 4] La Figura 4 es un diagrama que muestra que por ELISA se confirmd que los mutantes SPINK2
(policlonales) se unen a una molécula diana hHER2/Fc, en el que los mutantes SPINK2 obtenidos mediante el
desplazamiento contra la molécula diana se exhibieron en un fago. Se usé BSA como una molécula de control
negativo.

[Figura 5] La Figura 5 es un diagrama que muestra el analisis de SDS-PAGE en condiciones reductoras para
analizar el estado molecular de un péptido de unién a a-quimotripsina (clon tnico) expresado en Escherichia coli
y luego purificado.

[Figura 6] La Figura 6 es un diagrama que muestra el analisis SDS-PAGE en condiciones no reductoras para
analizar el estado molecular de un péptido de unién a a-quimotripsina (clon tnico) expresado en Escherichia coli
y luego purificado.

[Figura 7] La Figura 7 es un diagrama que muestra los resultados de un ensayo ELISA cuantitativo para las
afinidades de unidn de 8 tipos de péptidos de unidén a a-quimotripsina expresados en Escherichia coli y luego
purificados.

[Figura 8] La Figura 8 es un diagrama que muestra los resultados de un ensayo ELISA cuantitativo para las
afinidades de union de los péptidos de unién a a-quimotripsina Nos. 2 y 6 (clones 2y 6) expresados en Escherichia
coli y luego purificados.

[Figura 9] La Figura 9 es un diagrama que muestra los resultados de confirmar, mediante ELISA, la especificidad
diana del péptido de unién a a-quimotripsina No 2 (clon 2) expresado en Escherichia coli y luego purificado.

[Figura 10] La Figura 10 es un diagrama que muestra los resultados de confirmar, mediante ELISA, la especificidad
diana del péptido de unidn a a-quimotripsina No. 6 (clon 6) expresado en Escherichia coli y luego purificado.

[Figura 11] La Figura 11 es un diagrama que muestra los resultados de un ensayo cuantitativo para la actividad
inhibidora de quimotripsina de los péptidos de unién a a-quimotripsina Nos. 2 y 6 (clones 2 y 6) expresados en
Escherichia coli y luego purificados.

[Figura 12] La Figura 12 muestra las secuencias de aminoacidos de regiones aleatorias en 8 tipos de mutantes
SPINK2 (péptido de union a a-quimotripsina Nos. 1, 2, 6,7, 12a 14y 17) (SEQ ID NOs: 2 a 9).

[Figura 13] La Figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos de una region aleatoria en un péptido que tiene
diversidad (SEQ ID NO: 1). Cada una de las posiciones de aminoacidos 2 a 8 y 10 a 14 representan cualquier
aminoacido.

[Figura 14] La Figura 14 muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento 1 (SEQ ID NO: 10).

[Figura 15-1] La Figura 15-1 muestra la secuencia de nucleétidos de pCANTAB 5E (la cual continuara en la Figura
15-2).

[Figura 15-2] La Figura 15-2 muestra la secuencia de nucleétidos de pCANTAB 5E (la cual continuara en la Figura
15-3; la secuencia de nucleétidos del "fragmento 2" esta subrayada y es la SEQ ID NO: 11; la cual continuara en
la Figura 15-3).

[Figura 15-3] La Figura 15-3 muestra la secuencia de nucledtidos de pCANTAB 5E (la cual continuara en la Figura
15-4).

[Figura 15-4] La Figura 15-4 muestra la secuencia de nucleétidos de pCANTAB 5E.
[Figura 16] La Figura 16 muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento 3 (SEQ ID NO: 12).
[Figura 17] La Figura 17 muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento 5 (SEQ ID NO: 13).

[Figura 18] La Figura 18 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de
SPINK2 (SEQ ID NO: 14).

[Figura 19] La Figura 19 muestra una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos descrita
en la Figura 18 (SEQ ID NO: 15).

[Figura 20-1] La Figura 20-1 muestra la secuencia de nucleétidos de una plantilla de ADN para PCR que comprende
los fragmentos 1 a 5 (SEQ ID NO: 16; la cual continuara con la Figura 20-2).

[Figura 20-2] La Figura 20-2 muestra la secuencia de nucleétidos de una plantilla de ADN para PCR que comprende
los fragmentos 1 a 5 (SEQ ID NO: 16: una secuela de la Figura 20-1).

Descripcion de las realizaciones
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La presente divulgacion proporciona un péptido, un derivado peptidico, una biblioteca de péptidos, un acido nucleico,
un vector, una célula, un procedimiento para producir el péptido y/o el derivado del mismo, un procedimiento para
identificar un péptido y/o un derivado del mismo que tiene propiedades deseadas, un procedimiento para producir un
péptido y/o un derivado del mismo que tiene propiedades deseadas, un procedimiento para determinar si un péptido
de prueba o un derivado de prueba del mismo se une a una molécula diana, una biblioteca de acidos nucleicos, una
composicion, un reactivo, etc. A continuacion, se describiran diversos aspectos de la presente invencion.

1. Péptido
La presente divulgacion proporciona un péptido.
El "péptido" de la presente divulgacion incluso incorpora un "polipéptido” y una "proteina" en su significado.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, el péptido incluye la secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias. En la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1
incluida en el péptido, cada uno de Xaa 1° a 12° Xaa contando desde el terminal amino es cualquier aminoacido,
preferiblemente cualquier aminoacido que no sea cisteina.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 1 en el Listado de Secuencias contenida en la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion,
cada uno del 1° Xaa al 5° Xaa, el 7° Xaa, el 9° Xaa y el 10° Xaa contando desde el extremo amino (correspondiente a
los aminoacidos en las posiciones 2 a 6, 8, 11 y 12, respectivamente, en la SEQ ID NO: 1) es cualquier aminoacido
aparte de cisteina y prolina; cada uno del 6° Xaa y el 8° Xaa contando desde el extremo amino terminal (aminoacidos
en las posiciones 7 y 10, respectivamente, en SEQ ID NO: 1) es cualquier aminoacido que no sea cisteina; el 11° Xaa
contando desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicién 13 en la SEQ ID NO: 1) es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en tirosina, serina, fenilalanina, leucina y treonina; y el 12° Xaa
contando desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 14 en SEQ ID NO: 1) es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en asparagina, acido aspartico, leucina, lisina, glutamina, alanina y
acido glutamico. Alternativamente, cada uno de del 1° Xaa al 12° Xaa contados desde el extremo amino terminal puede
ser un aminoacido variado por sustitucion conservadora de aminoacidos (lo cual se describe en detalle en la otra parte
de la presente divulgacion) de un aminoacido seleccionado de cada grupo descrito en este parrafo.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 1 en el Listado de Secuencias contenida en la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion,
el 1° Xaa cuenta desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicién 2 en SEQ ID NO: 1) es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en arginina, metionina, leucina, triptéfano y serina; el 2° Xaa que
cuenta desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicién 3 en la SEQ ID NO: 1) es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en treonina, arginina, triptéfano y fenilalanina; el 3° Xaa que cuenta
desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicién 4 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en arginina, histidina, triptéfano, serina y fenilalanina; el 4° Xaa contando desde
el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 5 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en triptéfano, arginina y leucina; el 5° Xaa contando desde el extremo amino
(correspondiente a un aminoacido en la posicion 6 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en glicina, arginina, leucina, histidina, triptéfano, metionina vy tirosina; el 6° Xaa contando desde el extremo
amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 7 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en asparagina, histidina, prolina, lisina, triptéfano, arginina y acido aspartico; el 7° Xaa contando
desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicién 8 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en arginina, fenilalanina, triptéfano, leucina, alanina y glicina; el 8° Xaa contando
desde el extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 10 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en treonina, prolina, asparagina y serina; el 9° Xaa contando desde el extremo
amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 11 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en triptéfano, metionina, tirosina y fenilalanina; el 10° Xaa contando desde el extremo amino
(correspondiente a un aminoacido en la posicién 12 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en glutamina, valina, lisina, metionina, alanina, leucina y asparagina; el 11° Xaa contando desde el
extremo amino (correspondiente a un aminoacido en la posicion 13 en la SEQ ID NO: 1) es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en tirosina, fenilalanina y leucina; y el 12° Xaa contando desde el extremo amino
(correspondiente a un aminoacido en la posicién 14 en la SEQ ID NO: 1) es lisina. Alternativamente, cada uno de del
1° Xaa al 12° Xaa contados desde el extremo amino terminal puede ser un aminoacido variado por sustitucion
conservadora de aminoacidos (lo cual se describe en detalle en la otra parte de la presente divulgaciéon) de un
aminoacido seleccionado de cada grupo descrito en este parrafo.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, el péptido de la presente divulgacion puede comprender, ademas
de la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos de la guanina de la primera base o la citosina de la 42 base
a la timina de la 422 base en la SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias directamente o mediante 1 0 2 o mas
aminoacidos arbitrarios en el extremo amino terminal de la secuencia de aminoacidos, o un aminoacido secuencia
codificada por una secuencia de nucleétidos desde la 942 base de guanina hasta la 1892 base de citosina en la SEQ
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ID NO: 14 en el Listado de Secuencias directamente o mediante 1 o 2 0 mas aminoacidos arbitrarios en el terminal
carboxilo de la misma. La secuencia de aminodacidos de este péptido no tiene que comprender acido aspartico
codificado por la guanina de la 12 base a la timina de la 32 base en SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias, en
su posicion correspondiente. La secuencia de aminoacidos de este péptido puede comprender ademas cualquier
secuencia de aminoacidos adicional. Ejemplos de dicho péptido pueden incluir, pero no se limitan a, un péptido
contenido en una biblioteca SPINK2 mutada aleatoriamente preparada en el Ejemplo 1 descrita mas adelante, y un
péptido con una secuencia de aminoacidos determinada de una region aleatoria cribada de la biblioteca en el Ejemplo
3.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, los aminoacidos, excepto en el 1° Xaa al 12° Xaa, contando
desde el extremo amino en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 en el Listado de
Secuencias contenido en la secuencia de aminoacidos del péptido puede variarse mediante sustitucion, eliminacion,
adicioén y/o insercion. En esta secuencia de aminoacidos, el numero de aminoacidos sustituidos, eliminados, afiadidos
o insertados, excepto en el 1° Xaa al 12° Xaa contando desde el extremo amino terminal de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias o la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la secuencia, puede ser de 1 a 10 (inclusive). El limite inferior del mismo es 1. El limite superior del
mismo es 10, 9, 8,7, 6, 5,4, 30 2. 1es el limite minimo del mismo. La sustitucion de aminoacidos es preferiblemente
una sustitucion de aminoacidos conservadora.

En esta secuencia de aminoacidos, cada uno del 1° Xaa al 12° Xaa contando desde el extremo amino de la secuencia
de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias o la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la secuencia es cualquier aminoacido, preferiblemente cualquier aminoacido que no sea cisteina,
mas preferiblemente un aminoacido seleccionado de cada grupo descrito anteriormente o un aminoacido variado del
aminoacido por sustitucidon conservadora de aminoacidos.

Una "sustitucion conservadora de aminoacidos" significa la sustitucion de un cierto aminoacido por un aminoacido
funcionalmente equivalente o similar al mismo. La sustitucion conservadora de aminoacidos en el péptido provoca un
cambio estatico en la secuencia de aminoacidos del péptido. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos similares en
polaridad a los aminoacidos en el péptido actian de manera funcionalmente equivalente al mismo y provocan un
cambio estatico en la secuencia de aminoacidos de este péptido. En general, la sustitucion dentro de un determinado
grupo puede considerarse conservadora en términos de estructura y funcion. Como es obvio para los expertos en la
técnica, sin embargo, el papel de un residuo de aminoacido particular puede tener una implicacién en la estructura
tridimensional de una molécula que contiene el aminoacido. Por ejemplo, un residuo de cisteina puede tomar una
forma oxidada (disulfuro) que tiene una polaridad menor que la de una forma reducida (tiol). Un resto alifatico largo en
una cadena lateral de arginina puede constituir caracteristicas estructural y funcionalmente importantes. Ademas, una
cadena lateral que contiene un anillo aromatico (triptéfano, tirosina y fenilalanina) puede contribuir a las interacciones
ion-aromatico o interacciones cation-pi. En este caso, la sustitucién de un aminoacido que tiene dicha cadena lateral
por un aminoacido que pertenece a un grupo acido o no polar puede ser estructural y funcionalmente conservadora.
Residuos como prolina, glicina y cisteina (forma disulfuro) pueden tener un impacto directo en la estructura
tridimensional de la cadena principal y rara vez pueden sustituirse sin distorsion estructural.

Una sustitucion conservadora de aminoacidos incluye, como se muestra a continuacion, una sustitucion especifica
basada en la similitud de la cadena lateral (L. Lehninger, Biochemistry, 22 edition, pp 73-75, Worth Publisher, New
York (1975)) y una sustitucion tipica.

(1) Grupo de aminoacidos no polares: alanina (en lo sucesivo, denominada "Ala" o simplemente como "A"), valina
(en lo sucesivo, denominada "Val" o simplemente como "V"), leucina (en lo sucesivo, denominada "Leu" o
simplemente como "L"), isoleucina (en lo sucesivo denominada "lle" o simplemente como "I"), prolina (en lo
sucesivo denominada "Pro" o simplemente como "P"), fenilalanina ( en lo sucesivo, denominada "Phe" o
simplemente como "F"), triptéfano (en lo sucesivo denominado "Trp" o simplemente como "W") y metionina (en lo
sucesivo denominada "Met" o simplemente como "M")

(2) Grupo de aminoacidos polares sin carga: glicina (en lo sucesivo denominada "Gly" o simplemente "G"), serina
(en lo sucesivo denominada "Ser" o simplemente como "S"), treonina (en adelante referida como "Thr" o
simplemente como "T"), cisteina (en lo sucesivo denominada "Cys" o simplemente como "C"), tirosina (en lo
sucesivo denominada "Tyr" o simplemente como "Y"), asparagina (en adelante, denominado "Asn" o simplemente
como "N") y glutamina (en adelante, denominado "GIn" o simplemente como "Q")

(3) Grupo de aminoacidos acidos: acido aspartico (en lo sucesivo, "Asp" o simplemente "D") y acido glutamico (en
lo sucesivo, "GIu" o simplemente "E")

(4) Grupo de aminoacidos basicos: lisina (en lo sucesivo denominada "Lys" o simplemente como "K"), arginina (en
lo sucesivo denominada "Arg" o simplemente como "R") e histidina (en adelante referida como "His" o simplemente
como "H")

Los aminoacidos de origen natural se pueden dividir en los siguientes grupos en funcién de las propiedades de sus
cadenas laterales comunes:
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(1) Grupo de aminoacidos hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu € lle

(2) Grupo de aminoacidos hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn y GIn

(3) Grupo de aminoacidos acidos: Asp y Glu

(4) Grupo de aminoacidos basicos: His, Lys y Arg.

(5) Grupo de aminoacidos que influyen en la direccion de la cadena principal: Gly y Pro
)

(6) Grupo de aminoacidos aromaticos: Trp, Tyr y Phe.

En lo sucesivo, se mostraran ejemplos de la sustitucion conservadora. Sin embargo, la sustitucion conservadora de
aminoacidos de la presente divulgacion no esta limitada a los mismos.

Ala puede ser sustituido por, por ejemplo, Val, Leu, lle, Met, norleucina, Pro, Phe o Trp.
Arg puede ser sustituido por, por ejemplo, Lys o His.

Asn puede ser sustituido por, por ejemplo, Cys, Ser, Thr, GIn, Tyr o Gly.

Asp puede ser sustituido por, por ejemplo, Glu.

Cys puede ser sustituido por, por ejemplo, Gly, Ser, Thr, Tyr, Asn o GIn.

GIn puede estar sustituir por, por ejemplo, Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr o Asn.

Glu puede ser sustituido por, por ejemplo, Asp.

Gly puede ser sustituido por, por ejemplo, Ser, Cys, Thr, Tyr, Asn, GIn, Pro, Asp o Glu.
His puede ser sustituido por, por ejemplo, Lys o Arg.

lle puede ser sustituido por, por ejemplo, Leu, Val, Met, Pro, Ala, Phe, Trp o norleucina.
Leu puede ser sustituido por, por ejemplo, norleucina, lle, Val, Pro, Met, Ala, Phe, Trp o Met.
Lys puede ser sustituido por, por ejemplo, Arg o His.

Met puede ser sustituido por, por ejemplo, Ala, Val, Leu, Phe, lle, Pro, Trp o norleucina.
Norleucina se puede sustituir por, por ejemplo, Met, Ala, Val, Leu, lle, Pro, Phe o Trp.
Phe puede ser sustituido por, por ejemplo, Trp, Leu, Val, lle, Ala, Tyr, Pro, o Met.

Pro puede ser sustituido por, por ejemplo, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Met, o Gly.

Ser puede ser sustituido por, por ejemplo, Thr, Cys, Asn, GIn, Gly, o Tyr.

Thr puede ser sustituido por, por ejemplo, Val, Ser, Gly, Cys, Tyr, Asn o GIn.

Trp puede ser sustituido por, por ejemplo, Tyr, Phe, Ala, Val, Leu, lle, Pro o Met.

Tyr puede ser sustituido por, por ejemplo, Gly, Cys, Asn, GIn, Trp, Phe, Thr o Ser.

Val puede ser sustituido por, por ejemplo, lle, Leu, Met, Trp, Phe, Ala, norleucina o Pro.

Ejemplos de la secuencia de aminoacidos (correspondiente a la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ
ID NO: 1 en el Listado de Secuencias: region aleatoria) contenida en la secuencia de aminoacidos del péptido de la
presente divulgacion que tiene la secuencia de aminoacidos constituida de estos aminoacidos pueden incluir los
siguientes, aunque la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion no esta limitada a los mismos:

CRTRW GNRCT WQYKP VC (SEQ ID NO: 2 en el Listado de Secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
1 que se muestra en la Figura 12)

CMRHR RHFCT MVYKP VC (SEQ ID NO: 3 en el Listado de secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
2 que se muestra en la Figura 12)

CRRWL LPWCT YKYKP VC (SEQ ID NO: 4 en el Listado de Secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
6 que se muestra en la Figura 12)
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CLWRR HKLCP FKFKP VC (SEQ ID NO: 5 en el Listado de Secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
7 que se muestra en la Figura 12)

CWRSW RWACP YMYKP VC (SEQ ID NO: 6 en el Listado de secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
12 que se muestra en la Figura 12)

CWFFR WRWCN WALKP VC (SEQ ID NO: 7 en el Listado de secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
13 que se muestra en la Figura 12)

CSTWR MWGCP WLYKP VC (SEQ ID NO: 8 en el Listado de secuencias: péptido de unién a a-quimotripsina No.
14 que se muestra en la Figura 12)

CWRRW YDRCS FNLKP VC (SEQ ID NO: 9 en el Listado de secuencias: péptido de union a a-quimotripsina No.
17 que se muestra en la Figura 12)

En la presente divulgacion, el aminoacido puede ser L-aminoacido, D-aminoacido o una mezcla de los mismos (DL-
aminoacido) pero significa L-aminoacido a menos que se especifique lo contrario.

En la presente divulgacion, un aminoacido puede ser cualquiera de los aminoacidos distintos de los descritos
anteriormente (en adelante, estos aminoacidos se denominan colectivamente "aminoacidos anormales" por
conveniencia). Ejemplos de aminoacidos anormales pueden incluir selenocisteina, N-formilmetionina, pirrolisina, acido
piroglutamico, cistina, hidroxiprolina, hidroxilisina, tiroxina, O-fosfoserina, desmosina, B-alanina, sarcosina, ornitina,
creatina, acido y-aminobutirico, opina, teanina, acido tricolémico, acido kainico, acido domoico y acido acromélico, que
se encuentran en péptidos o proteinas naturales. Ejemplos de aminoacidos no naturales pueden incluir, pero no se
limitan a: aminoacidos protegidos en el terminal N tales como Ac-aminoacido, Boc-aminoacido, Fmoc-aminoacido, Trt-
aminoacido y Z-aminoacido; aminoacidos protegidos en el terminal C tales como t-butil éster, bencil éster, ciclohexil
éster y fluorenil éster de aminoacidos; y otros aminoacidos que incluyen diamina, w aminoacido, f aminoacido, y
aminoacido, derivados Tic de aminoacidos y acido aminofosfénico.

El péptido de la presente divulgacion puede prepararse mediante un procedimiento para producir péptidos o proteinas
bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como sintesis quimica, recombinacion génica o traduccion in vitro.
Ademas, el péptido identificado o cribado de la biblioteca de la presente invenciéon o similar se puede preparar mediante
dicho procedimiento.

Ejemplos del procedimiento de sintesis quimica pueden incluir, entre otros, un procedimiento con t-butoxicarbonilo
(Boc) y un procedimiento con 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). El procedimiento Fmoc tiene ventajas tales como
condiciones de desproteccion leve y la conveniente escision de péptidos a partir de resinas (Fmoc solid phase peptide
synthesis: a practical approach, ed. by W. C. Chan, P. D. White Eds., Oxford University Press, New York, 2000).

En la presente divulgacion, el "derivado peptidico” y el "derivado peptidico" significan una forma quimicamente
modificada o biolégicamente modificada del péptido de la presente divulgacion. La modificacion quimica significa la
conversion del péptido original en una sustancia diferente a través de una reaccion quimica, es decir, la formacion o
escision de un enlace atomo-atomo, en o sobre el péptido de la presente divulgacion. La modificacion biolégica
significa la conversion del péptido original en una sustancia diferente a través de una reaccion bioldgica, es decir, a
través del uso de una proteina derivada del organismo (enzima, citoquina, etc.), acido nucleico (ribozima, etc.), célula,
tejido u érgano, o un individuo no humano o por la accion directa o indirecta del mismo, en o sobre el péptido de la
presente divulgacion.

Este "derivado" no esta particularmente limitado siempre que el derivado sea una sustancia diferente del péptido
original. Ejemplos de los mismos pueden incluir una sustancia que contiene una cadena de azlcar natural o una
cadena de azucar desarrollada artificialmente, una sustancia que contiene un polimero como el polietilenglicol (PEG),
una sustancia que contiene un compuesto sintético o un compuesto natural, una sustancia marcada, una sustancia
que contiene un resto necesario para la inmovilizaciéon en fase sélida, una sustancia que contiene un péptido de
sefalizacion unido al extremo amino, una sustancia que contiene una etiqueta para su uso en purificaciéon o
aislamiento, una sustancia que contiene un aminoacido o una secuencia de aminoacidos derivada de un vector
adecuado para despliegue, barrido, expresion, etc., una sustancia que contiene un aminoacido o una secuencia de
aminoacidos producida por la variacién de una secuencia de nucleétidos que codifica el péptido para evitar el cambio
de marco o para introducir sitios de enzimas de restriccion, y una sustancia en la que un péptido como fenotipo esta
vinculado directa o indirectamente a un genotipo correspondiente al fenotipo, y combinaciones de dos o mas e de los
mismos.

El derivado peptidico de la presente divulgacion se puede preparar sometiendo el péptido de la presente divulgacion,
como material de partida, a un procedimiento para modificar quimica o biolégicamente péptidos o proteinas lo cual es
bien conocido por los expertos en la técnica, como reaccién quimica, reaccién bioquimica o modificacion
postraduccioén. El derivado peptidico identificado o cribado de la biblioteca de la presente invencion o similar también
se puede preparar mediante dicho procedimiento. Alternativamente, el derivado peptidico modificado postraduccion
de la presente divulgacion puede prepararse mediante recombinacion génica usando una célula capaz de proporcionar
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la modificacion postraduccion deseada. Ademas, el derivado peptidico de la presente divulgacion que contiene un
aminoacido modificado se puede preparar afadiendo el aminoacido modificado a un sistema de traduccién in vitro.

Ejemplos del procedimiento de PEGilacion pueden incluir, entre otros, un procedimiento que implica la reaccion de
péptidos o proteinas con éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)-PEG.

De acuerdo con una parte de la divulgacion, el péptido de la presente divulgacion y el derivado del mismo se unen a
una molécula diana (lo cual se describe en detalle en la otra parte de la presente divulgacion). El péptido de la presente
divulgacion que se une a una molécula diana predeterminada es util como, por ejemplo, un reactivo para probar
diversas enfermedades para las cuales la molécula diana puede servir como marcador. Como se menciond
anteriormente, la presente divulgacion abarca un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias contenida en la secuencia
de aminoacidos del péptido por sustitucion, eliminacion, adicion y/o insercion de 1 a varios (el término "varios" significa
cualquier numero entero de 1 a 10) aminoacidos excepto en el 1° Xaa al 12° Xaa contando desde el extremo amino.
De acuerdo con una parte de la divulgacion, este péptido se une a una molécula diana. Preferiblemente, la molécula
diana es una predeterminada.

Ejemplos de la forma que puede tomar el péptido de la presente divulgacion y el derivado del mismo pueden incluir,
pero no se limitan a, una forma aislada (preparacion liofilizada, solucion, etc.), una forma unida con una molécula
adicional (forma inmovilizada en fase solida, proteina de fusion, un ensamblaje con una molécula extrafia, forma unida
con una molécula diana, etc.), una coleccion fisica que contiene incluso otros péptidos, etc. (incluida la biblioteca de
péptidos de la presente invencion), una forma expresada o presentada en la superficie celular (en Escherichia coli o
superficie celular de levadura, etc.) (incluida la célula de la presente divulgacion), y una forma expresada o presentada
en una particula viral. Una forma adecuada para un propdésito como el uso o el almacenamiento se puede seleccionar
libremente.

2. Acido nucleico
La presente divulgacion proporciona un acido nucleico.

En la presente divulgacion, el "nucledtido” es un mononucleétido, un oligonucleétido o un polinucleétido y también se
denomina "acido nucleico”, "molécula de acido nucleico" o "gen". Ejemplos del acido nucleico de la presente
divulgacion pueden incluir, pero sin limitacion, ADN, ADNc, ARN, ARNm, ARNc, sondas, oligonucledtidos,
polinucleétidos, cebadores y vectores. Ademas, el acido nucleico de la presente divulgacion puede ser cualquiera de
los nucledtidos de cadena sencilla, los nucledtidos de doble cadena y un hibrido de 3 o mas cadenas de nucledtidos
y abarca incluso un hibrido de nucleétidos de cadena sencilla que consiste en ADN y ARN, un grupo de nucleétidos
de doble cadena que consisten en el nucledtido y su cadena complementaria, un hibrido de doble cadena que consiste
en ADN de cadena sencilla y ARN de cadena sencilla, ARN de doble cadena, nucleétidos de cadena sencilla que
pueden tener un resto estructural de doble cadena en su molécula, etc. El acido nucleico de la presente divulgacion
puede contener ademas una o mas bases (desarrolladas artificialmente) o uno o mas mononucleétidos, que no sean
bases o mononucledtidos naturales.

Ejemplos del acido nucleico de la presente divulgacion pueden incluir un acido nucleico que comprende nucleétidos
que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente
divulgacion, y un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos del péptido de la presente divulgacion. Este acido nucleico puede contener una secuencia de nucledétidos
distinta de la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente
divulgacion, y/o un resto no nucleétido y puede modificarse quimica o biolégicamente (lo cual se describe en la otra
parte de la presente divulgacion). Estas formas estan todas abarcadas por el "acido nucleico”.

El acido nucleico de la presente divulgacion también abarca un acido nucleico que consiste en una secuencia de
nucledétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion.

En la presente divulgacion, en el caso en que la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion esta
codificada por una parte o la totalidad de la secuencia de nucleétidos de ciertos nucleétidos, este acido nucleico se
denomina "acido nucleico", correspondiente al péptido "y este péptido se denomina" péptido correspondiente al acido
nucleico".

Ejemplos del acido nucleico correspondiente al péptido de la presente divulgaciéon pueden incluir, pero no se limitan
a, un acido nucleico que comprende un acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica la
secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion, un acido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion, y un acido nucleico
que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente
divulgacion.

Los ejemplos del péptido correspondiente al acido nucleico de la presente divulgacion pueden incluir, pero no se limitan
a, un péptido que comprende un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos codificada por una porcién o
la totalidad de la secuencia de nucleétidos del acido nucleico de la presente divulgacion, un péptido que comprende
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una secuencia de aminoacidos codificada por una porcién o la totalidad de la secuencia de nucleétidos del acido
nucleico de la presente divulgacion, un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos codificada por una
porcién o la totalidad del secuencia de nucleétidos del acido nucleico de la presente divulgacion, y un derivado de
cualquiera de estos péptidos.

En la presente divulgacion, la expresion "genotipo correspondiente a (el) fenotipo" también se usa indistintamente con
el "acido nucleico correspondiente al péptido". Asimismo, la expresion "fenotipo correspondiente al (el) genotipo”
también se usa indistintamente con el "péptido correspondiente al acido nucleico".

Cuando la forma modificada quimica o biolégicamente del acido nucleico de la presente divulgacion contiene el péptido
de la presente divulgacion, esta forma modificada esta comprendida en el alcance del "derivado peptidico" de la
presente divulgacion.

Otros ejemplos del acido nucleico de la presente divulgacion pueden incluir, del acido nucleico descrito anteriormente,
un acido nucleico que comprende un acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica la
secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion que se une a una molécula diana, un acido nucleico
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente
divulgacion que se une a una molécula diana, y un acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos del péptido del presente divulgacion que se une a una molécula diana.

En la presente divulgacion, uno o mas codones correspondientes a cada aminoacido pueden usarse para disefiar la
secuencia de nucleotidos que codifica la secuencia de aminoacidos. Por lo tanto, una secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos Unica de un determinado péptido o proteina puede tener una pluralidad de
variaciones. Para la seleccion de tales codones, los codones pueden seleccionarse apropiadamente de acuerdo con
el uso de codones de las células (células huésped) para albergar un genotipo correspondiente al péptido, es decir, un
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido, o la frecuencia o velocidad de una
pluralidad de codones utilizados puede ajustarse adecuadamente. Por ejemplo, en el caso de usar células de
Escherichia coli como células huésped, la secuencia de nucleétidos puede disefiarse usando codones con alta
frecuencia de uso en Escherichia coli.

El acido nucleico de la presente divulgacion puede prepararse mediante un procedimiento para producir un acido
nucleico bien conocido por los expertos en la técnica, tal como sintesis quimica o recombinacion génica. Un acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido recuperado de la biblioteca de la presente invencion o
similar (incluido el cribado, enriquecido y aislado) mediante el procedimiento de identificacion de la presente invencion
también puede prepararse mediante dicho procedimiento.

Ejemplos de la forma que puede tomar el acido nucleico de la presente divulgacion pueden incluir, pero no se limitan
a, una forma aislada (preparacion liofilizada, solucion, etc.), una forma unida con una molécula adicional (forma
inmovilizada en fase soélida, etc.), un vector recombinante que comprende el acido nucleico (el vector de la presente
divulgacion), una célula en la que se introduce el acido nucleico o el vector (la célula de la presente divulgacion), una
forma contenida en un virus o una particula viral (que incluye una forma contenida como el vector de la presente
divulgacion), y una coleccion fisica que contiene incluso otros acidos nucleicos, etc. (incluida la biblioteca de acidos
nucleicos de la presente divulgacion). Una forma adecuada para un proposito como el uso o el almacenamiento se
puede seleccionar libremente.

3. Vector

La presente divulgacion proporciona un vector recombinante (en adelante, también denominado simplemente
"vector").

El vector de la presente divulgacion no esta particularmente limitado siempre que el vector comprenda el acido nucleico
de la presente divulgacion y sirva como medio para transferir el acido nucleico de la presente divulgacion a células,
microorganismos o individuos. Ejemplos de los mismos pueden incluir vectores de acido nucleico tales como
fagémidos, cosmidos y plasmidos.

El vector de la presente divulgacion puede ser un virus que infecta células procariotas o células eucariotas, o un vector
viral.

En la presente divulgacion, el "fagémido" significa un plasmido bacteriano que contiene un origen de replicacion de
plasmido, asi como el segundo origen de replicacion derivado de un bacteriéfago de cadena sencilla. Una célula que
tiene este fagémido puede replicar el fagémido a través de un modo de replicacion de cadena sencilla en coinfeccion
con M13 o su bacteriéfago auxiliar analogo. Especificamente, el ADN de fagémido de cadena sencilla se empaqueta
en una particula infecciosa recubierta con una proteina de recubrimiento bacteriéfago. De esta manera, el ADN del
fagémido se puede formar como un plasmido de ADN de doble cadena clonado en la bacteria infectada, mientras que
el fagémido se puede formar como una particula similar al bacteriéfago del sobrenadante de cultivo de la célula
coinfectada. Para infectar una bacteria que tiene pilus F con el ADN, la particula similar a un bacteriéfago puede
inyectarse en la bacteria para reformar la particula misma como un plasmido.
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Un gen de fusién que comprende el acido nucleico correspondiente al péptido de la presente divulgacion y un gen de
proteina de recubrimiento bacteriéfago puede insertarse en el fagémido. Las células bacterianas pueden infectarse
con el fagémido resultante y cultivarse para expresar o presentar (un sinénimo de presentacion) el péptido en la
bacteria o una particula similar a un fago o para producir una proteina de fusion del péptido y la proteina de
recubrimiento en una particula de fago o el sobrenadante de cultivo de la bacteria.

Por ejemplo, un gen de fusion que comprende el acido nucleico correspondiente al péptido de la presente divulgacion
y un gen de proteina de recubrimiento bacteriéfago gplll puede insertarse en el fagémido. Puede coinfectarse
Escherichia coli con el fagémido resultante y M13 o su fago auxiliar analogo para producir una proteina de fusioén que
comprende el péptido y la proteina de la cubierta en el sobrenadante de cultivo de Escherichia coli. Esta proteina de
fusion esta incluida en el alcance del derivado peptidico de la presente divulgacion.

En lugar del fagémido, se pueden usar diversos vectores circulares o no circulares, preferiblemente vectores virales,
para expresar o presentar (un sinénimo de presentacion) el péptido codificado por la secuencia de nucleétidos del
acido nucleico de la presente divulgacion contenida en el vector, en una célula o una particula similar a un virus en la
que se introduce el vector, o para producir el péptido en el sobrenadante de cultivo de la célula de acuerdo con un
procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica.

El vector (vector recombinante) de la presente divulgacion puede prepararse mediante un procedimiento bien conocido
por los expertos en la técnica, tal como la recombinacién génica.

Los ejemplos de la forma que puede tomar el vector de la presente divulgacion pueden incluir, pero no se limitan a,
una forma aislada (preparacion liofilizada, solucion, etc.), una forma unida con una molécula adicional (forma
inmovilizada en fase sdlida, etc.), una forma transferida a una célula (que incluye la célula recombinante de la presente
divulgacion), y una coleccion fisica que contiene incluso otros vectores, etc. (que incluye una parte particular de la
biblioteca de acidos nucleicos de la presente divulgacion). Una forma adecuada para un proposito como el uso o el
almacenamiento se puede seleccionar libremente.

4. Célula

De acuerdo con una parte, la presente divulgacion proporciona una célula recombinante (en adelante, también
denominada simplemente "célula").

La célula de la presente divulgacion es una célula que contiene un acido nucleico correspondiente al péptido de la
presente divulgacion y que expresa el péptido. Cualquiera de las células eucariotas (incluidas las lineas celulares
establecidas, las células cultivadas primarias y las células subcultivadas) y las células procariotas pueden usarse como
una célula huésped o célula de la presente divulgacion sin limitaciones particulares.

Ejemplos de las células procariotas pueden incluir, pero no se limitan a, células bacterianas tales como células de
Escherichia coli y Bacillus subtilis.

Ejemplos de las células eucariotas pueden incluir células animales, células de insectos, células de levadura y células
fungicas. Ejemplos de las células animales pueden incluir, entre otras, células COS de mono (Gluzman, Y., Cell (1981),
vol. 23, pags. 175-182; American Type Culture Collection No. ATCC CRL-1650), fibroblastos de raton NIH3T3
(American Type Culture Collection No. ATCC CRL-1658), células de ovario de hamster chino (células CHO; American
Type Culture Collection No. ATCC CCL-61), y lineas de células CHO deficientes en dihidrofolato reductasa (Urlaub,
G. and Chasin, LA, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos (1980), vol. 77, pags. 4126-4220).

La célula de la presente divulgacion puede prepararse transfiriendo el acido nucleico de la presente divulgacion o el
vector de la presente divulgacion a una célula huésped y puede prepararse preferiblemente transfiriendo el vector de
la presente divulgacion a una célula huésped por transfeccion, transformacion, transduccion o similares.

Ejemplos del vector adecuado para la preparacion de la célula de la presente divulgacion pueden incluir, pero no se
limitan a, replicones derivados de una especie compatible con la célula procariota, es decir, plasmidos, cosmidos y
fagémidos que contienen un origen de replicacion y una o mas secuencias de nucleétidos seleccionadas de una
secuencia reguladora, sitio de inicio de la transcripcion, codén de inicio y codén de detencién (de traduccion), etc. El
acido nucleico o el vector pueden contener ademas una secuencia de nucleétidos que puede conferir selectividad de
caracter fenotipico (fenotipo) a la célula en la que se introduce el vector o el acido nucleico. Tal vector o acido nucleico
se puede transferir a una célula huésped, y la célula obtenida se puede cultivar para expresar el péptido de la presente
divulgacion.

Una célula huésped adecuada para la modificacion postraduccion del péptido de la presente divulgacion puede usarse
como la célula de la presente divulgacion. La célula de la presente divulgacion puede usarse en (una parte de) el
procedimiento para preparar el derivado peptidico de la presente divulgacion, por ejemplo.

Ejemplos de la forma que puede tomar la célula de la presente divulgacion pueden incluir, pero no se limitan a, una
forma aislada (preparacion congelada, preparacion liofilizada, solucidn, etc.), una forma unida con un molécula
adicional (forma inmovilizada en fase sdlida, etc.), una célula en la que se introduce el acido nucleico o el vector de la
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presente divulgacion (que se incluye en la célula de la presente divulgacion), una célula que se expresa o presenta
(un sinénimo con ensefar) el péptido de la presente divulgaciéon en su superficie (que esta incluida en la célula de la
presente divulgacion), y una coleccion fisica que contiene incluso otras células, etc. (incluyendo una parte particular
de la biblioteca de acidos nucleicos de la presente divulgacion) y la biblioteca de péptidos de la presente invencion).
Una forma adecuada para un propdsito como el uso o el almacenamiento se puede seleccionar libremente.

5. Procedimiento para producir el péptido

De acuerdo con una parte alternativa, la presente divulgacion también proporciona un procedimiento para producir el
péptido de la presente divulgacion.

El péptido de la presente divulgacion puede prepararse, como se menciond anteriormente, mediante un procedimiento
para producir péptidos o proteinas bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como sintesis quimica,
recombinacién génica o traduccion in vitro. Un péptido recuperado de la biblioteca de la presente invencion o similar
(incluido el cribado, enriquecido y aislado) mediante el procedimiento de identificacion de la presente invencion
también puede prepararse mediante dicho procedimiento.

En el presente documento, el procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion comprende los
siguientes pasos (1-1) y (1-2):

(1-1) cultivar una célula (la célula de la presente divulgacion) que contiene el acido nucleico correspondiente al
péptido de la presente divulgacion y que expresa el péptido o similar; y

(1-2) recuperar el péptido del cultivo.

De acuerdo con una parte alternativa, el procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion comprende
los siguientes pasos (2-1) y (2-2):

(2-1) determinar la secuencia de aminoacidos del péptido de la presente divulgacion que se une a una molécula
diana; y

(2-2) preparar un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mediante sintesis quimica o recombinacion
genética.

De acuerdo con una parte alternativa adicional, el procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion
comprende los siguientes pasos (3-1) y (3-2):

(3-1) preparar ARNm correspondiente al péptido de la presente divulgacion; y
(3-2) preparar el péptido mediante traduccion in vitro con el ARNm obtenido en el paso (3-1) como plantilla.

Ademas, cada uno de estos procedimientos de produccién se puede combinar apropiadamente con el procedimiento
de identificacion de la presente invencion como un paso previo. Especificamente, primero, se llevan a cabo los pasos
incluidos en el procedimiento de identificacion de la presente invencion, y posteriormente, se pueden llevar a cabo los
pasos incluidos en el procedimiento de produccion de la presente divulgacion. El procedimiento para producir el
péptido de la presente divulgacion puede abarcar dicho procedimiento que comprende adicionalmente (cada paso de)
el procedimiento de identificacién de la presente invencion.

Un procedimiento de este tipo para producir el péptido de la presente divulgacion comprende, por ejemplo, los
siguientes pasos (4-1) a (4-3):

(4-1) poner en contacto los péptidos contenidos en la biblioteca de péptidos de la presente invencién con una
molécula diana;

(4-2) recuperar un péptido que se une a la molécula diana; y
(4-3) preparar el péptido recuperado mediante sintesis quimica, recombinacién génica o traduccion in vitro.

Del mismo modo, cada uno de estos procedimientos de producciéon se puede combinar apropiadamente con el
procedimiento de determinacion de la presente divulgacion como un paso anterior. Especificamente, primero, se llevan
a cabo los pasos incluidos en el procedimiento de determinacion de la presente divulgacion, y posteriormente, se
pueden llevar a cabo los pasos incluidos en el procedimiento de produccién de la presente divulgacion. El
procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion o similar puede abarcar dicho procedimiento que
comprende adicionalmente (cada paso de) el procedimiento de determinacién de la presente divulgacion.

Un procedimiento de este tipo para producir el péptido de la presente divulgacion o similar comprende, por ejemplo,
los siguientes pasos (5-1) a (5-3):

(5-1) poner en contacto los péptidos de prueba de la presente divulgaciéon con una molécula diana;
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(5-2) determinar que el péptido de prueba es positivo para la unién cuando el péptido de prueba se une a la
molécula diana, y

(5-3) cuando se ha determinado que el péptido de prueba es positivo en el paso (5-2), preparar el péptido mediante
sintesis quimica, recombinacién génica o traduccioén in vitro.

De acuerdo con una parte alternativa, el procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion comprende
adicionalmente el paso de identificar un péptido que se une a una molécula diana distinta de la tripsina y/o la acrosina
que son moléculas diana enddégenas de SPINK2, preferiblemente otras diferentes de la tripsina y, parcial o
completamente, activa o promueve, o inhibe, inactiva o suprime, la actividad biolégica de la molécula diana. Este
procedimiento de producciéon comprende, por ejemplo, los siguientes pasos (6-1) a (6-3) o (7-1) a (7-3):

(6-1) contactar péptidos contenidos en la biblioteca de péptidos de la presente invencion con la molécula diana;
(6-2) recuperar un péptido que se une a la molécula diana; y

(6-3) determinar que el péptido es positivo, cuando el péptido activa o promueve la actividad biolégica de la
molécula diana o agoniza la molécula diana, o (7-1) pone en contacto los péptidos contenidos en la biblioteca de
péptidos de la presente invenciéon con la molécula diana;

(7-2) recuperar un péptido que se une a la molécula diana; y

(7-3) determinar que el péptido es positivo, cuando el péptido inhibe, inactiva o suprime la actividad bioldgica de la
molécula diana o antagoniza la molécula diana.

De acuerdo con una parte alternativa adicional, el procedimiento de produccién de la presente divulgacion comprende,
por ejemplo, los siguientes pasos (8-1) y (8-2) o (9-1) y (9-2) en lugar de los pasos (6-1) a (6-3) o (7-1) a (7-3):

(8-1) poner en contacto péptidos de prueba con una molécula diana distinta de la tripsina y/o la acrosina,
preferiblemente distinta de la tripsina; y

(8-2) determinar que el péptido es positivo, cuando el péptido activa o promueve la actividad biolégica de la
molécula diana, o agoniza la molécula diana, o (9-1) pone en contacto péptidos de prueba con una molécula diana
distinta de la tripsina y/o acrosina, preferiblemente que no sea tripsina; y

(9-2) determinar que el péptido es positivo, cuando el péptido inhibe, inactiva o suprime la actividad bioldgica de la
molécula diana, o antagoniza la molécula diana.

El péptido que activa o promueve la actividad bioldgica de la molécula diana o el péptido que agoniza la molécula
diana (péptido agonista) puede producirse mediante los pasos (6-1) a (6-3) o (8-1) y (8-2), o similar combinado con un
paso equivalente al paso (4-3) o (5-3), o similar. Del mismo modo, el péptido que inhibe, inactiva o suprime la actividad
bioldgica de la molécula diana o el péptido que antagoniza la molécula diana (péptido antagonista) puede producirse
mediante los pasos (7-1) a (7-3) o (9 -1) y (9-2), o similar combinado con un paso equivalente al paso (4-3) o (5-3), o
similar.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para producir el derivado peptidico (derivado peptidico)
de la presente divulgacion. El derivado peptidico de la presente divulgacion puede prepararse, por ejemplo, mediante
el procedimiento descrito anteriormente (procedimiento para producir el péptido) y luego someter el péptido preparado
a reaccioén quimica, reaccion bioquimica, modificacién postraduccion o similar, pero no limitado a los mismos.

En lugar del péptido preparado en la etapa (2-2), (3-2), (4-3) o (5-3), un péptido (X') que tiene una secuencia de
aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos del péptido (X) mediante la eliminacion de 1 0 2 o0 mas
aminoacidos o secuencias de aminoacidos parciales. La presente divulgacion también abarca un procedimiento para
producir el péptido (X'). El péptido (X') preparado por este procedimiento se une preferiblemente a una molécula diana.
En la secuencia de aminoacidos de dicho péptido (X'), 1 0 2 0 mas aminoacidos o secuencias de aminoacidos parciales
que estan contenidas en la secuencia de aminoacidos del péptido original, pero que no son esenciales para la uniéon
a la molécula diana, pueden ser eliminados.

Los ejemplos del procedimiento para producir el derivado peptidico de la presente divulgacion pueden incluir, pero no
se limitan a, un procedimiento que comprende cada uno de los pasos (1-1) y (1-2), (2-1) y (2-2), (3-1) y (3-2), (4-1) a
(4-3), (5-1) a (5-3), (6-1) a (6 -3), (7-1) a (7-3), (8-1) y (8-2), 0 (9-1) y (9-2), o similares y que ademas comprende el
paso de preparar el derivado peptidico de la presente divulgacion usando el péptido de la presente divulgacién como
material de partida (en lo sucesivo, denominado "paso de preparacion del derivado"), un procedimiento que comprende
el paso de preparar el derivado peptidico en lugar del péptido en cada uno de los pasos (2-2), (3-2), (4-3) y (5-3), un
procedimiento que usa una biblioteca de péptidos que originalmente contiene el derivado peptidico, y un procedimiento
que usa derivados peptidicos de prueba en lugar de los péptidos de prueba.

En lugar del derivado peptidico preparado en la etapa (2-2), (3-2), (4-3) o (5-3) que puede estar comprendido en el
procedimiento para producir el derivado peptidico de la presente divulgacion, se puede preparar un derivado peptidico
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(Y") que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos del derivado peptidico (Y)
mediante la eliminacion de 1 o 2 o mas aminoacidos o secuencias de aminoacidos parciales. La presente divulgacion
también abarca un procedimiento para producir el derivado peptidico (Y'). El derivado peptidico (Y') preparado por
este procedimiento se une preferiblemente a una molécula diana. En la secuencia de aminoacidos de dicho derivado
peptidico (Y'), 1 0 2 o mas aminoacidos o secuencias de aminoacidos parciales que estan contenidas en la secuencia
de aminoacidos del derivado peptidico original, pero que no son esenciales para unirse a la molécula diana puede ser
eliminada. Alternativamente, una célula capaz de proporcionar la modificacién postraduccion deseada puede usarse
en el procedimiento para producir el péptido de la presente divulgacion para preparar el derivado peptidico de la
presente divulgacion como un péptido provisto de la modificacion postraduccion deseada. En este caso, por ejemplo,
la célula capaz de proporcionar la modificacion postraduccion deseada puede usarse como la célula en los pasos (1-
1) y (1-2) o como una célula (o célula huésped) aplicada al gen recombinacion en los pasos (2-2), (4-3) y (5-3) para
preparar el derivado peptidico provisto de la modificacién postraduccion deseada, aunque el procedimiento para
preparar la forma modificada postraduccion del péptido (como parte del procedimiento para producir el derivado
peptidico) de la presente divulgacion no se limita al mismo.

6. Biblioteca
La presente invencion proporciona una biblioteca.

En la presente invencion, la "biblioteca" significa una coleccion fisica de moléculas que son analogas, pero no
idénticas, entre si. Las moléculas contenidas en esta coleccion pueden coexistir, por ejemplo, en un contenedor o
pueden estar presentes de forma fisicamente aislada como grupos o moléculas individuales en diferentes
contenedores o en diferentes sitios en un soporte de fase sélida. Se puede contener una pluralidad de bibliotecas en
una coleccion.

La biblioteca de la presente invencion no esta limitada por ningin medio siempre que la biblioteca sea una coleccion
fisica que contenga péptidos y/o acidos nucleicos no idénticos de la presente divulgacion. Ejemplos de los mismos
pueden incluir una biblioteca de presentacion de fagos, una biblioteca de presentacion de ribosomas y una biblioteca
de presentacion de acido nucleico.

La "presentacion en fagos" significa una técnica (procedimiento y medios para ello) de unir péptidos o proteinas
extrafias a las proteinas de recubrimiento de fagos filamentosos o similares y expresar o presentar las proteinas de
fusion resultantes en particulas similares a fagos. Ademas, la recuperacion (incluido el cribado, el enriquecimiento y
el aislamiento) de los acidos nucleicos correspondientes a los péptidos o proteinas que utilizan esta técnica esta
incluida en el alcance de la "presentacion de fagos". La biblioteca de presentacion de fagos es un aspecto de la
biblioteca de la presente invencion utilizada en esta técnica.

La "presentacion de ribosomas" significa una técnica (procedimiento y medios para ello) de expresar o presentar
péptidos o proteinas en forma de complejos que comprenden tres moléculas (ARNm-ribosoma-péptido o proteina),
que se forman durante la reaccion de traduccién, de la traduccién in vitro. En este contexto, los péptidos o proteinas
son productos de traduccion de los ARNm. Ademas, la recuperacion (que incluye el cribado, el enriquecimiento y el
aislamiento) de los acidos nucleicos correspondientes a los péptidos o proteinas que utilizan esta técnica esta incluida
en el alcance de la "presentacion de ribosomas". La biblioteca de presentacion de ribosomas es un aspecto alternativo
de la biblioteca de la presente invencion utilizada en esta técnica.

La "presentacion de acido nucleico" significa una técnica (procedimiento y medios para ello) de expresar o presentar
péptidos o proteinas en forma de complejos que comprenden un acido nucleico (sinénimo de acidos nucleicos) y
péptidos o proteinas correspondientes al acido nucleico (Keefe, A.D. and Szostak, J.W., Nature, vol. 410 (2001), pags.
715-718). Ademas, la recuperacion (que incluye el cribado, el enriquecimiento y el aislamiento) de un acido nucleico
correspondiente a los péptidos o proteinas usando esta técnica esta incluida en el alcance de la "presentacién de
acido nucleico". La biblioteca de presentacion de acido nucleico es un aspecto alternativo adicional de la biblioteca de
la presente invencion utilizada en esta técnica.

Ejemplos de la presentacion de acido nucleico pueden incluir, pero no se limitan a, presentacion de ARNm (Yamaguchi,
J. et al., Nucleic Acids Research, vol. 37, No. 16 e108, pp 1-13 (2009)).

La presentacion de ARNm es una técnica de presentacion de péptidos o proteinas en forma de complejos que
comprenden ARNm y sus productos de traduccion, péptidos o proteinas asociados mediante restos intermedios
(Keefe, A.D. and Szostak, J.W., Nature, vol. 410 (2001), pp 715-718).

En la presente invencion, una coleccion fisica de células, una coleccion fisica de microorganismos (incluidos virus,
fagos, moléculas similares a fagos, particulas de los mismos, etc.) y una coleccion fisica de vectores naturales o
desarrollados artificialmente (incluyendo fagémidos, césmidos, plasmidos, etc.), que comprenden una coleccion fisica
que contiene péptidos y/o acidos nucleicos no idénticos de la presente invencion, asi como una coleccion fisica de sus
fragmentos y una coleccion fisica de formas quimica y/o biolégicamente modificadas de los mismos también estan
incluidas en el alcance de la "biblioteca".
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En la presente divulgacion, como se menciond anteriormente, uno o mas codones correspondientes a cada
aminoacido pueden usarse para disefiar la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos. Por lo
tanto, una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos Unica de un determinado péptido o
proteina puede tener una pluralidad de variaciones. Para la seleccién de tales codones, se pueden seleccionar los
codones apropiados de acuerdo con el uso de codones de las células (células huésped) en las que se introduce un
genotipo correspondiente al péptido, es decir, un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que
codifica el péptido, o la frecuencia o tasa de una pluralidad de codones utilizados puede ajustarse adecuadamente.
Por consiguiente, en la biblioteca de acidos nucleicos de la presente divulgacion, cada acido nucleico que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos Unica puede tener una pluralidad de
variaciones. Especificamente, la biblioteca de acidos nucleicos de la presente divulgacién puede comprender una
coleccidn fisica que contiene acidos nucleicos, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de un determinado péptido. Esta coleccion fisica de los acidos nucleicos
correspondientes al péptido particular puede formar en si misma una biblioteca de nucleétidos.

La biblioteca de la presente invencién contiene una pluralidad de moléculas que son analogas, pero no idénticas, entre
si. Los (numero de) tipos de moléculas analogas contenidas en la biblioteca se denominan "diversidad de (la)
biblioteca". Por ejemplo, la diversidad de una biblioteca que consta de 100 tipos de moléculas analogas es 102 En la
presente invencion, la diversidad de la biblioteca no esta particularmente limitada y preferiblemente tiene un valor mas
alto.

La diversidad de la biblioteca de péptidos para uso en el procedimiento de identificacion de la presente invencion y el
procedimiento para producir el péptido, que comprende los pasos del procedimiento de identificacion es 1 x 10° o
superior, 2 x 10% o superior, 5 x 10° o superior, 1 x 10% o superior, 2 x 108 o superior, 5 x 108 o superior, 1 x 10" o
superior, 2 x 107 o superior, 5 x 107 o superior, 1 x 108 o superior, 2 x 108 o superior, 5 x 108 o superior, 1 x 10° o
superior, 2 x 10° o superior, 5 x 10° o superior, 1 x 10'° o superior, 2 x 10" o superior, 5 x 10'° 0 superior, 1 x 10" o
superior, 2 x 10" o superior, 5 x 10" o superior, 1 x 10'2 o superior, 2 x 10" o superior, 5 x 10'? o superior, 1 x 103
o superior, 2 x 10" o superior, 5 x 10" o superior, 1 x 10" o superior, 2 x 10'* o superior, 5 x 10'* o superior, 1 x
10"5 o superior, 2 x 10"® o superior, 5 x 10" o superior, 1 x 10"® o superior, 2 x 10'® o0 superior, 5 x 10'® o superior, o
1 x 10" o superior. Tal diversidad de la biblioteca no se limita a un valor medido real y puede ser un valor tedrico.

7. Procedimiento de identificacion.

La presente invencién proporciona un procedimiento para identificar un péptido que se une a una molécula diana. El
procedimiento de identificacion de la presente invencion puede comprender, por ejemplo, los pasos (4-1) y (4-2), (6-
1)y (6-2), (7-1) y (7-2), o similares, aunque el procedimiento de identificacion de la presente invencién no se limita a
los mismos.

(1) Molécula diana

En la presente invencion, la "molécula diana" significa una sustancia a la que se une el péptido de la presente
divulgacion y también significa una sustancia endégena presente en un individuo animal humano o no humano o una
sustancia exdgena incorporada in vivo en el individuo. La molécula diana de la presente divulgacion es preferiblemente
una molécula distinta de la tripsina y/o la acrosina que son objetivos endégenos de SPINK2, mas preferiblemente
distinta de la tripsina. La molécula diana de la presente divulgacion es incluso mas preferiblemente una molécula
derivada del ser humano distinta de la tripsina derivada del ser humano. La molécula diana de la presente divulgacion
es aun mas preferiblemente cualquiera de las enzimas enddgenas o exdgenas, receptores, ligandos de los receptores,
factores humorales (por ejemplo, citoquinas), otros biopolimeros, transductores de sefial, células, patégenos, toxinas
y sustancias derivadas de uno o mas de los mismos, por ejemplo, fragmentos, productos de descomposicion,
metabolitos o productos procesados de los mismos, que pueden estar involucrados directa o indirectamente en el
inicio o exacerbacion de una enfermedad que puede afectar al individuo humano, o exhibe correlaciéon o correlaciéon
inversa con la enfermedad (en lo sucesivo denominada "molécula diana relacionada con la enfermedad").
Alternativamente, la molécula diana de la presente divulgacion puede ser cualquiera de sustancias no naturales tales
como minerales, polimeros, plasticos y compuestos sintéticos de bajo peso molecular.

De acuerdo con una parte de la presente divulgacion, la molécula diana es preferiblemente una proteasa distinta de
la tripsina y/o la acrosina, mas preferiblemente distinta de la tripsina. La molécula diana es incluso mas preferiblemente
una serina proteasa, mas preferiblemente una serina proteasa de tipo endo. Ejemplos de la serina proteasa de tipo
endo pueden incluir quimotripsina. Para la purificacion y/o aislamiento de un componente proteico particular de un
tejido, un fluido corporal, una célula, etc., se puede agregar un inhibidor de proteasa adecuado a una fraccion que
contiene este componente para reducir asi la lisis del componente. Tal inhibidor de proteasa es util en la produccion
de diversas proteinas recombinantes y no recombinantes.

Ademas, la proteasa es preferiblemente una molécula diana relacionada con la enfermedad.

La molécula diana de la presente divulgacion se usa, por ejemplo, para cribar la biblioteca de péptidos de la presente
invencion para un péptido que se une a la molécula diana, un péptido que agoniza la molécula diana o un péptido que
antagoniza la molécula diana, o para determinar la actividad de unién, actividad agonista o actividad antagonista de
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un péptido de prueba contra la molécula diana. La molécula diana puede ser una molécula de longitud completa o un
fragmento de la misma, o un derivado de la misma, con cualquier aminoacido, péptido, proteina, cadena de azucar,
polimero, vehiculo o similar afiadido a la misma. Alternativamente, la molécula diana puede estar inmovilizada en fase
solida.

(2) Preparacion de la molécula diana

La molécula diana de la presente divulgacion puede aislarse y/o purificarse, para su uso, de un tejido o una célula
afectada con una enfermedad o puede usarse en la forma en que toda o una parte de la misma esta unida a o contenida
en el tejido, la célula o similares. Ademas, la molécula diana de la presente divulgacion puede prepararse mediante
un procedimiento para producir péptidos o proteinas que es bien conocido por los expertos en la técnica, tal como
sintesis quimica, recombinacion génica o traduccion in vitro. A partir de la molécula diana asi obtenida, el derivado
como se menciond anteriormente puede prepararse, si es necesario.

En la presente divulgacion, el péptido o proteina diana puede prepararse mediante, por ejemplo: traduccion in vitro,
es decir, un procedimiento que implica incubar un acido nucleico (tal como ADN o ADNc) correspondiente a este
péptido o proteina o un vector que contiene el acido nucleico en una solucién que contiene una enzima, un sustrato,
un material energético, etc., necesarios para la transcripcion y traduccion para sintetizar el péptido o proteina deseado
in vitro; recombinacion de genes, es decir, un procedimiento que implica transferir el acido nucleico o el vector a células
procariotas o eucariotas (células huésped), cultivar las células recombinantes obtenidas y luego recuperar el péptido
o proteina deseado del cultivo; o sintesis quimica.

En el caso donde la molécula diana sea una proteina presente o un dominio de la misma en una membrana celular,
la molécula también se puede preparar como una proteina secretada expresando, en un sistema huésped-vector
apropiado, una proteina de fusién que comprende la region extracelular de esta proteina o dominio unido a una region
constante de inmunoglobulina (Ig).

El acido nucleico correspondiente a la molécula diana puede obtenerse, por ejemplo, mediante un procedimiento de
clonacion de expresion, aunque el procedimiento de obtencidon no esta limitado al mismo. El procedimiento de
clonacion de la expresién implica construir una biblioteca de expresion de ADNc que comprende secuencias de
nucledtidos que codifican las secuencias de aminoacidos de péptidos o proteinas, y realizar una reaccion en cadena
de la polimerasa (en adelante, "PCR"; Saiki, R.K., et al., Science (1988) ), vol. 239, pags. 487-489) con esta biblioteca
de ADNc como plantilla usando cebadores que amplifican especificamente la longitud total o parcial de los ADNc para
clonar los ADNc correspondientes a los péptidos o proteinas.

Ejemplos de kits o reactivos aplicables a la traduccion in vitro pueden incluir el Sistema de Traduccion Rapida (RTS)
fabricado por Roche Diagnostics K.K.

Las células procariotas o eucariotas aplicables como células huésped para preparar la célula de la presente
divulgacion pueden seleccionarse apropiadamente como las células huésped para la recombinacién génica.

La célula recombinante (célula en la que se introduce el acido nucleico o el vector) obtenida por recombinacion génica
puede cultivarse de acuerdo con un procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica y puede permitirse que
produzca el péptido o proteina deseado en el cultivo o dentro de la célula.

El medio para usar en este cultivo se puede seleccionar apropiadamente de entre aquellos usados rutinariamente de
acuerdo con las células huésped. En el caso de usar células de Escherichia coli como células huésped, por ejemplo,
un medio LB puede complementarse, si es necesario, con un antibiético (por ejemplo, ampicilina) e IPTG y someterse
al cultivo.

El péptido o proteina deseado producido intracelularmente o extracelularmente a partir de la célula recombinante por
este cultivo puede purificarse y aislarse mediante la combinacién apropiada de enfoques de fraccionamiento conocidos
en la técnica usando, por ejemplo, sus propiedades fisicas, quimicas y/o bioldgicas.

Ejemplos de metodologia de fraccionamiento pueden incluir, pero no se limitan a, extraccién con sal, tratamiento con
un precipitante de proteina, dialisis, ultrafiltracion, cromatografia por tamiz molecular (filtracion en gel), cromatografia
de adsorcion, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad, cromatografia de particion y
cromatografia hidréfoba.

Alternativamente, un resto util para la purificacién puede unirse o afiadirse de antemano al péptido o proteina. Como
resultado, el péptido o proteina deseado se puede purificar de manera eficiente. Por ejemplo, una etiqueta de histidina
que consta de 6 residuos puede unirse de antemano al péptido o proteina para purificar eficientemente el péptido o
proteina deseado por cromatografia de afinidad de niquel. Alternativamente, una regién Fc de IgG se puede enlazar
de antemano para purificar eficazmente el péptido o proteina deseado mediante cromatografia de afinidad de proteina
A.

(3) Contacto del péptido y/o derivado peptidico con la molécula diana
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El procedimiento de identificacion de la presente invencién comprende la etapa de poner en contacto péptidos y/o
derivados de los mismos con la molécula diana. En este contexto, los péptidos de los mismos estan contenidos en la
biblioteca de péptidos. Especificamente, el procedimiento de identificacion de la presente invenciéon puede comprender
la etapa de poner en contacto sus péptidos contenidos en la biblioteca de péptidos con la molécula diana.

En la presente invencion, el término "contacto" significa que dos o0 mas sustancias se acercan para que dos o mas de
estas sustancias puedan interactuar entre si. Ejemplos de la interaccion pueden incluir, entre otros: enlaces
covalentes, enlaces coordinados, enlaces metal-metal, enlaces i6nicos, enlaces metalicos, enlaces de hidrégeno y
enlaces de Van der Waals (en adelante, estos enlaces se denominan "enlaces quimicos"); interacciones basadas en
interacciones electrostaticas tales como enlaces basados en la fuerza de Coulomb, interacciones interiénicas, enlaces
de hidrégeno, interacciones dipolares y de fuerzas de Van der Waals (en adelante, estas interacciones se denominan
"fuerzas intermoleculares"); y ofras interacciones, interacciones de transferencia de carga, interacciones
transanulares, interacciones hidréfobas y asociacion de péptidos y biomoléculas. En la presente invencion, las "dos o
mas sustancias" no estan particularmente limitadas siempre que las sustancias incluyan la molécula diana y una
sustancia de prueba. La sustancia de prueba no esta particularmente limitada siempre que la sustancia se una a la
molécula diana. Ejemplos de las mismas pueden incluir el péptido de la presente divulgacion, el derivado peptidico,
un vehiculo en fase sélida con el péptido o el derivado peptidico inmovilizado sobre el mismo, y una célula, una
particula viral o una particula similar a un virus (incluyendo fagos y fagémidos) que expresan o presentan el péptido o
el derivado peptidico. La sustancia de prueba puede expresarse o presentarse en la superficie de una célula eucariota
o procariota, en una particula viral o una particula similar a un virus, o en una forma unida a ribosomas o acido nucleico
mediante presentacion de fagos, presentacion de ribosomas, presentacion de acidos nucleicos, o similares.

(4) Cribado

El procedimiento de identificacién de la presente invencién comprende la etapa de cribado de un péptido y/o un
derivado peptidico que tiene propiedades deseadas, preferiblemente un péptido y/o un derivado peptidico que se une
a la molécula diana.

En la presente invencion, los términos "uniéon” o "unido" significan que dos o mas sustancias estan en proximidad o en
un estado asociado entre si en una determinada condicion en la medida en que estas sustancias pueden interactuar
(lo cual se describe en la otra parte de la presente divulgacion) entre si.

En la presente divulgacion, las sustancias de prueba se ponen en contacto con moléculas diana bajo una determinada
condicion. Posteriormente, una sustancia de prueba adsorbida inespecificamente a la molécula diana y una sustancia
de prueba no unida o no adsorbida a la molécula diana se elimina de una fraccién que contiene sustancia de prueba.
Si una sustancia de prueba esta presente en la fraccion resultante, se puede considerar que esta sustancia de prueba
se "une" a la molécula diana.

Cuando se produce una mera adsorcién inespecifica entre dos o0 mas sustancias, puede considerarse que la "unién"
no se produce entre estas sustancias. Ademas, cuando dos o0 mas sustancias en contacto entre si no estan en
proximidad ni en un estado asociado entre si en la medida en que estas sustancias puedan interactuar (lo cual se
describe en la otra parte de la presente divulgacion) entre si, se puede considerar que la "unién" no se produce entre
las sustancias.

Por ejemplo, un procedimiento con anticuerpos de fluorescencia (procedimiento directo o indirecto),
radioinmunoensayo, inmunoensayo enzimatico (procedimiento homogéneo o heterogéneo), ELISA o ELISPOT, que
realiza el ensayo por citometria de flujo o similar, se usa ampliamente como procedimiento para determinar la "union"
entre un anticuerpo y un antigeno. En estos procedimientos, la presencia o ausencia de la "union" entre el péptido o
el derivado del mismo y la molécula diana se puede determinar de la misma manera que en la determinacion de la
"unién" entre un anticuerpo y un antigeno, excepto que el anticuerpo de prueba y el antigeno se reemplazan con el
péptido de la presente divulgacion o el derivado del mismo y la molécula diana.

Ademas, la presencia o ausencia de la "union" se puede determinar midiendo un indice de actividad de unién o
afinidad. Ejemplos del indice de afinidad de unién pueden incluir una constante de disociacion y una constante de
asociacion.

Siempre que el equilibrio quimico entre una molécula A y una sustancia B que se une a A se defina de la siguiente
manera:

[Formula 1]
ABSA+B

La constante de disociacion (Kd) de la disociacién quimica de la misma se puede calcular de acuerdo con la siguiente
expresion:

Kd = [A][B] / [AB]
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en la que [A], [B] y [AB] representan las concentraciones de la molécula A, la sustancia B y un conjunto AB,
respectivamente; Kd representa la relacion de la molécula Ay la sustancia B disociada entre si con respecto al conjunto
AB no disociado; y el reciproco de Kd representa una asociacion constante (Ka).

La "constante de disociacion" usada en la presente divulgacion significa principalmente la constante de disociacion de
equilibrio del péptido y/o el derivado peptidico para unirse a una determinada molécula diana.

En la presente divulgacion, la constante de disociacion se puede calcular midiendo las concentraciones de sustancias
disociadas (péptido, derivado peptidico, molécula diana, etc.) y sustancias no disociadas (ensamblaje del péptido y/o
el derivado peptidico y la molécula diana, etc.). El procedimiento para determinar y calcular la constante de disociacion
no esta particularmente limitado siempre que el procedimiento sea bien conocido por los expertos en la materia.
Ejemplos de los mismos pueden incluir un procedimiento que utiliza resonancia de plasmoén superficial y un
procedimiento de calorimetria de titulacion isotérmica.

En el procedimiento que usa resonancia de plasmon superficial, la interaccién entre la molécula diana y el péptido y/o
el derivado del mismo que se une a ella se puede determinar y calcular de la siguiente manera: se detecta una serie
de reacciones de asociacion y disociacion mediante resonancia de plasmoén superficial en una pluralidad de
concentraciones de péptidos; se analiza la serie obtenida de reacciones de asociacion y disociacion; y la constante de
disociacion se calcula a partir de diversas constantes de velocidad asi obtenidas.

Ejemplos del sistema de calculo de determinacion de resonancia de plasmoén superficial pueden incluir, pero no se
limitan a, el sistema Biacore (GE Healthcare Japan Corp.). Los procedimientos para el procedimiento que utiliza el
sistema Biacore son los siguientes: las moléculas diana se inmovilizan en un chip sensor del sistema Biacore mediante
acoplamiento de amina; las moléculas diana se ponen en contacto con péptidos en una pluralidad de concentraciones
de péptidos; la interaccion entre ellas se detecta por resonancia de plasmoén superficial; se dibuja una serie de
reacciones de asociacion y disociacion en un sensorgrama con el tiempo como abscisa contra la cantidad de unién
(RU) como ordenada; el sensorgrama dibujado en la pluralidad de concentraciones de péptidos se ajusta a un modelo
Langmuir 1:1 utilizando el software de evaluaciéon BIA (fabricado por GE Healthcare Japan Corp.) para calcular
diversos parametros de velocidad; y la constante de disociacion se calcula a partir de diversos parametros de velocidad
asi calculados.

En el procedimiento de calorimetria de titulacion isotérmica, la interaccion entre la molécula diana y el péptido y/o el
derivado del mismo que se une a la misma se puede determinar y calcular de la siguiente manera: se agrega una
solucion de péptido gota a gota a una solucion que contiene molécula diana (o viceversa); la cantidad de calor
generado por la interaccion se mide para dibujar una isoterma de unién; y se obtienen una constante de disociacion
(KD), estequiometria de la reaccion (N), un cambio de entalpia (AH) y un cambio de entropia (AS) a partir de la isoterma
de union.

Ejemplos del sistema de medicidon directa de un cambio térmico muy pequefio (cambio exotérmico o cambio
endotérmico) asociado con una interaccion intermolecular pueden incluir, entre otros, el sistema MicroCal (GE
Healthcare Japan Corp.). Los procedimientos para el procedimiento que usa el sistema MicroCal son los siguientes:
se titula una solucién de ligando a cada celda de muestra mantenida a temperatura constante y se agita; la generacion
o absorcion de calor directamente proporcional a la cantidad de union tiene lugar a través de la interaccion
intermolecular para cambiar la temperatura de la solucién en la celda de muestra; una red de retroalimentacion celular
(CFB) detecta una diferencia de temperatura (AT) con una celda de referencia; la celda de referencia o la celda de
muestra se calienta hasta que AT alcanza 0; se mide una potencia de retroalimentacion requerida para mantener AT
= 0 para obtener la cantidad de calor generado o absorbido a través de la interaccion; la cantidad de calor generado
se representa como una ordenada contra la relacion molar del péptido a la molécula diana como abscisa, y la constante
de disociacién se calcula a partir de la isoterma de unién.

En el procedimiento de identificacion y/o el procedimiento de determinacion (que se describira mas adelante) de la
presente invencion, una sustancia de prueba que exhibe una constante de disociaciéon de, por ejemplo, 100 uM o
menor, 50 yM o menor, 20 uM o menor, 10 yM o menor, 5 yM o menor, 2 yM o menor, 1 yM o menor, 500 nM (0,5
M) o menor, 200 nM o menor, 100 nM o menor, 50 nM o menor, 20 nM o menor, 10 nM o menor, 5 nM o menor, 2
nM o menor, 1 nM o menor, 500 pM (0,5 nM) o menor, 200 pM o menor, 100 pM o menor, 50 pM o menor, 20 pM o
menor, 10 pM o mas pequefo, 5 pM o mas pequeio, 2 pM o mas pequefio, o 1 pM o mas pequefio para la molécula
diana se puede determinar que se une a la molécula diana, es decir, que es positivo, aunque el valor de referencia de
la constante de disociacion y los criterios para determinar la presencia o ausencia de la "union" no se limitan a los
mismos.

En el procedimiento de identificacién de la presente invencion, el paso de "cribado" también sirve como el paso de
recuperar la sustancia de prueba que se une a la molécula diana. El producto puede consistir solo en la sustancia de
prueba que se une a la molécula diana o también puede contener una sustancia que no se une a la molécula diana
siempre que la sustancia de prueba que se une a la molécula diana esté contenida o enriquecida en el producto. La
sustancia de prueba de unién a molécula diana contenida o enriquecida en este producto puede ser una sola sustancia
o puede ser una mezcla de dos o mas de tales sustancias.
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La etapa de cribado, es decir, la etapa de recuperacion, en el procedimiento de identificacion de la presente invencion
significa la etapa de recuperar una fraccién que tiene la sustancia de union a la molécula diana contenida o enriquecida
en ella. Este paso no esta particularmente limitado siempre que el paso se realice mediante un procedimiento de
purificacién por fraccionamiento bien conocido por los expertos en el campo técnico de la presente invencion. El paso
puede comprender, por ejemplo, los pasos de: separar una sustancia unida con la molécula diana, una sustancia no
unida con la molécula diana y una sustancia adsorbida no especificamente a la molécula diana de la molécula diana
(que contiene); o eluir la sustancia unida a la molécula diana (separando la sustancia de la molécula diana). En este
paso, los criterios para determinar la constante de disociacion o similares no tienen que establecerse para la presencia
0 ausencia de union.

En la presente invencion, el "cribado" incluido en el procedimiento de identificacién de la presente invencién también
se denomina "barrido". En la presente invencion, el "barrido" significa procedimientos para poner en contacto péptidos
y/o derivados de péptidos de la presente divulgacion con una molécula diana y recuperar (incluyendo el cribado,
concentracion y aislamiento) de un péptido y/o un derivado de péptido que se une a la molécula diana.

Un procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica puede aplicarse al barrido. Ejemplos de los mismos
pueden incluir, entre otros, un procedimiento de barrido en fase sélida y un procedimiento de barrido en fase liquida.
El procedimiento de barrido en fase solida puede implicar, por ejemplo, la inmovilizacion de moléculas diana en una
fase sélida, poniendo en contacto posteriormente péptidos contenidos en una fase liquida con las moléculas diana,
eliminando posteriormente un péptido no unido con la molécula diana y un péptido unido de forma inespecifica, y luego
separando selectivamente un péptido unido con la molécula diana de (la molécula diana inmovilizada en) la fase sélida
para detectar un péptido que tenga la actividad de union deseada, aunque la operacion del procedimiento de barrido
en fase sdlida no esta limitado a esto. El procedimiento de barrido en fase liquida puede implicar, por ejemplo, poner
en contacto péptidos con las moléculas diana en una solucion, luego eliminar un péptido no unido con la molécula
diana y un péptido unido no especificamente, y luego separar selectivamente un péptido unido con la molécula diana
del objetivo para cribar un péptido que tenga la actividad de unién deseada, aunque la operacion del procedimiento
de barrido en fase liquida no se limita al mismo.

En el procedimiento de identificacion de la presente invencion, el acido nucleico correspondiente al péptido (incluido
incluso el "derivado peptidico") que se une a la molécula diana se criba de manera eficiente para usar una biblioteca
en la que un fenotipo (sinénimo de un caracter fenotipico) esta vinculado a un genotipo (sinénimo de caracter genético)
correspondiente al mismo. Como resultado, el péptido se puede preparar de manera eficiente. El vinculo entre el
fenotipo y el genotipo correspondiente (en lo sucesivo, simplemente denominado "fenotipo y genotipo") puede ser
directo o indirecto.

El "enlace directo" entre el fenotipo y el genotipo significa que los comportamientos del fenotipo y el genotipo coinciden
entre si. Incluso si hay un grado de distancia entre el fenotipo y el genotipo, por ejemplo, debido a la presencia de un
resto interviniente adicional, este caso también esta incluido en el alcance del "enlace directo" siempre que sus
comportamientos coincidan entre si. Especificamente, no es esencial que sean fisicamente adyacentes entre si.

En la presente divulgacion, la expresion "los comportamientos del fenotipo y el genotipo coinciden entre si" significa
que sus comportamientos coinciden entre si en aspectos tales como el péptido, el acido nucleico, el vector, la célula,
el procedimiento de produccién, el procedimiento de identificacion, el procedimiento de determinacion, la biblioteca de
péptidos, la biblioteca de acidos nucleicos, la composicion y el reactivo como se describe en este documento. En estos
aspectos, incluso si la "coincidencia de los comportamientos” se pierde total o parcialmente debido a un factor interno,
un factor externo, su combinacion o cualquiera de los otros factores a lo largo del tiempo, por el momento, hasta cierto
punto en el tiempo, o desde cierto punto en el tiempo, este caso también se incluye en el alcance de la expresion "los
comportamientos coinciden entre si".

Ejemplos del enlace directo entre el fenotipo y el genotipo pueden incluir una biblioteca de presentacion de ribosomas,
una biblioteca de presentacion de acidos nucleicos, un péptido y/o un derivado del mismo unido directa o
indirectamente al acido nucleico correspondiente al péptido de la presente divulgacion, y una biblioteca de péptidos
que comprende este péptido y/o derivado del mismo.

El "enlace indirecto" entre el fenotipo y el genotipo significa que un fenotipo particular permite el acceso a un genotipo
correspondiente al fenotipo, aunque sus comportamientos no siempre coinciden entre si 0 no estan necesariamente
"directamente vinculados" uno con otro. Ejemplos del enlace indirecto entre el fenotipo y el genotipo pueden incluir,
entre otros, una biblioteca de presentacion de fagos y una biblioteca de ADNc para usar en la clonacion de
expresiones.

Aunque el comportamiento del péptido o el derivado del mismo como fenotipo no coincide necesariamente con el del
acido nucleico como un genotipo correspondiente al mismo, en cada clon contenido en la biblioteca de presentacion
de fagos o la biblioteca de ADNCc, el péptido y/o el derivado del mismo (expresado o exhibido en una particula similar
a un fago) que se une a la molécula diana puede cribarse mediante los pasos, por ejemplo, de poner en contacto
péptidos y/o derivados de los mismos contenidos en la biblioteca con la molécula diana, eliminando una particula
similar a un fago no unida con la molécula diana o adsorbida inespecificamente a la molécula diana, y luego eluyendo
selectivamente una particula similar a un fago unida a la molécula diana. Ademas, el genotipo correspondiente, es

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 813 867 T3

decir, el acido nucleico correspondiente a este péptido o el derivado peptidico del mismo puede adicionalmente
purificarse y aislarse y secuenciarse. Las ventajas de dicho acceso desde el fenotipo al genotipo correspondiente no
se limitan al caso del "enlace indirecto" entre el fenotipo y el genotipo en la presentacién en fago, etc., y también se
pueden apreciar en el caso del " enlace directo "entremedio.

Cada paso incluido en el procedimiento de identificacion de la presente invencién puede realizarse repetidamente dos
0 mas veces. En particular, se puede construir una nueva biblioteca de péptidos a partir de péptidos y/o derivados de
péptidos recuperados en la etapa de cribado, y luego someterse a las etapas de contacto y cribado para enriquecer,
en un nivel superior, la union del péptido y/o el derivado del mismo a la molécula diana. Esta operacion se puede
repetir para enriquecer, a un nivel mucho mas alto, el péptido y/o el derivado del mismo que se une a la molécula
diana. Finalmente, se puede mejorar la eficiencia del aislamiento de los mismos. Ademas, este mayor nivel de
enriquecimiento del péptido y/o el derivado del mismo que se une a la molécula diana logra el aislamiento de un
aglutinante que tiene mayor afinidad.

Alternativamente, el péptido y/o el derivado del mismo que se une a la molécula diana se puede enriquecer a un nivel
mas alto separando de manera mas segura el péptido unido a la diana y/o derivado del mismo de uno no
especificamente unido en la etapa incluida en el procedimiento de identificacion de la presente invencién. Ejemplos
de dicho procedimiento de separacioén incluyen el aumento en el nimero de la etapa de eliminacion de un péptido
unido de forma inespecifica, etc., y el cambio de un reactivo (tensioactivo, etc.) para su uso en la eliminacion del
péptido unido de forma inespecifica a uno mas fuerte.

El péptido de la presente divulgacion o el derivado del mismo puede tomar cualquier forma de un monémero, un homo
o heterodimero, un trimero, un tetramero, un pentamero, un hexamero, un heptamero, un octamero y un multimero
compuesto de 9 o0 mas mondémeros.

El nimero de la molécula del péptido de la presente divulgacion o el derivado del mismo que se une a una molécula
diana o un sitio diana puede ser cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 0 mas. Este péptido o derivado del mismo puede
unirse a la molécula diana, en cualquier forma de un monémero, un homo o heterodimero, un trimero, un tetramero,
un pentamero, un hexamero, un heptamero, un octamero y un multimero compuesto de 9 o mas monémeros.

El nimero de la molécula diana o el sitio diana al que se une una molécula del péptido de la presente divulgacion o el
derivado del mismo puede ser cualquierade 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8y 9 0 mas.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para identificar un péptido o un derivado de péptido
que active o promueva parcial o completamente o inhiba, inactive o suprima parcial o completamente la actividad
bioldgica de una molécula diana, y un procedimiento para identificar un péptido o un derivado peptidico que agonice
0 antagonice una molécula diana. Especificamente, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para
identificar un activador, un promotor o un agonista de una molécula diana o un inhibidor, un inactivador, un supresor
0 un antagonista de una molécula diana. Estos procedimientos de identificacién pueden comprender cada uno los
pasos (6-1) a (6-3), (7-1) a (7-3), o similares, aunque los procedimientos de identificacion no se limitan a los
procedimientos que comprenden estos pasos.

8. Composicidn
La presente divulgacion proporciona una composicion.

La composicion de la presente divulgacion comprende el péptido, el derivado de péptido, el acido nucleico, el vector o
la célula de la presente divulgacion.

La composicién que comprende el péptido de la presente divulgacion o el derivado del mismo (incluidos los que se
presentan en la superficie de la célula de la presente divulgacion) puede usarse para detectar una molécula diana a
la que se une el péptido o el derivado del mismo.

La composicion que comprende el acido nucleico, el vector o la célula de la presente divulgacion se puede usar para
preparar un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos del acido
nucleico, o el acido nucleico contenido en el vector, o la célula de la presente divulgacion. Ademas, esta composicion
puede usarse para detectar un acido nucleico, un vector, una célula, etc., que contiene el acido nucleico.

La composicion puede comprender, si es necesario, por ejemplo, un tampon, una sal, un metal, un antiséptico, un
tensioactivo y una sustancia para reducir o prevenir dafios al péptido, el derivado peptidico, el acido nucleico, el vector,
o la célula de la presente divulgacion por un procedimiento de preparacion tal como congelacion o liofilizacion.

9. Reactivo
La presente divulgacion proporciona un reactivo.

El reactivo de la presente divulgacién comprende el péptido, el derivado peptidico, el acido nucleico, el vector o la
célula de la presente divulgacion.
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El reactivo que comprende el péptido de la presente divulgacion o el derivado del mismo puede usarse para detectar
una molécula diana a la que se une el péptido o el derivado del mismo.

Por ejemplo, se sabe que las enzimas pancreaticas como la elastasa o la tripsina son sintetizadas por las células
acinares pancreaticas y secretadas como un jugo pancreatico en el sistema de conductos pancreaticos. Cuando se
produce dafio en el tejido pancreatico debido a diversos estimulos inflamatorios o similares, estas enzimas se desvian
en grandes cantidades hacia la sangre. Por lo tanto, se puede medir un aumento en el nivel de enzimas pancreaticas
en la sangre para diagnosticar la presencia o ausencia de dafio pancreatico.

El reactivo que comprende el acido nucleico, el vector o la célula de la presente divulgacion puede usarse para detectar
un acido nucleico, un vector, una célula, etc., que contiene el acido nucleico.

El reactivo de la presente divulgacion puede ser una composicion.
Un kit que comprende el reactivo también esta incluido en el reactivo de la presente divulgacion.

Ademas, el péptido o el derivado peptidico de la presente divulgacion, la célula que presenta el péptido o el derivado
peptidico, etc., puede usarse como un elemento que reconoce una sustancia tal como una molécula diana, en un
biosensor para la sustancia.

10. Procedimiento de determinacién

La presente divulgacion proporciona incluso un procedimiento para determinar si una sustancia de prueba se une o
no a una molécula diana. El procedimiento de determinacion de la presente divulgacion puede comprender, por
ejemplo, los pasos mencionados anteriormente (5-1) y (5-2), aunque el procedimiento de determinacion de la presente
divulgacion no se limita a los mismos.

El procedimiento de determinacion de la presente divulgacion puede emplear los mismos pasos que en los pasos
incluidos en el procedimiento de identificacion de la presente invencién o pasos adecuadamente modificados a partir
de estos pasos. Sin embargo, la sustancia de prueba, que esta sujeta a este procedimiento de determinacion, no tiene
que estar contenida en una coleccién como una biblioteca. Por ejemplo, un péptido de prueba o un derivado de péptido
de prueba sometido al procedimiento de determinacién no se limita al péptido o al derivado de péptido contenido en
la biblioteca de péptidos y puede ser un péptido Unico o un derivado de péptido separado de otros péptidos, una
mezcla que los contiene, o similar. Especificamente, el procedimiento de identificacion de la presente invencién es
adecuado principalmente como un procedimiento para identificar una o mas moléculas que tienen propiedades
deseadas de la coleccién fisica de sustancias de prueba, mientras que el procedimiento de determinacion de la
presente divulgacion también es adecuado como un procedimiento de ensayo para examinar si 0 no una sustancia de
prueba particular tiene las propiedades deseadas.

En el procedimiento de determinacion de la presente divulgacion, por ejemplo, la determinacién en el paso de
determinar si la sustancia de prueba se une o no a la molécula diana puede realizarse sobre la base de si la sustancia
de prueba satisface o no las condiciones con respecto a un indice por afinidad como una constante de disociacién. En
la etapa de cribado, como en el procedimiento de identificacion de la presente invencién, se puede determinar que la
sustancia de prueba es positiva si la sustancia de prueba se recupera como una sustancia que se une a la molécula
diana.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para determinar si la sustancia de prueba activa o
promueve parcial o completamente o inhibe, inactiva o suprime parcial o completamente la actividad biolégica de una
molécula diana, y un procedimiento para determinar si la sustancia de prueba agoniza una molécula diana o antagoniza
una molécula diana. Estos procedimientos de determinacion de la presente divulgacion pueden comprender cada uno
los pasos (8-1) y (8-2), (9-1) y (9-2), o similares, aunque los procedimientos de determinacién no se limitan a los
procedimientos que comprenden estos pasos

Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describira especificamente con referencia a los Ejemplos. Sin embargo, estos
ejemplos no pretenden limitar el alcance técnico de la presente invencién por ningin medio. Los plasmidos, las
enzimas de restriccion, las enzimas de modificacion de ADN y similares utilizados en los Ejemplos de la presente
invencion estan disponibles comercialmente y pueden usarse de acuerdo con procedimientos de rutina. Las
operaciones utilizadas en la clonacién de ADN, secuenciacién de polinucleétidos, transformacion de células huésped,
cultivo de células transformadas, recolecciéon de enzimas del cultivo resultante, purificacion, etc., son bien conocidas
por los expertos en la materia y pueden ser facilmente conocidas por la literatura o similares.

[Ejemplo 1]

(1-1) Preparacion de la biblioteca SPINK2 mutada aleatoriamente

Se construyeron vectores fagémidos para presentar una biblioteca SPINK2 mutada aleatoriamente en fagos. Primero,
se sintetizé una region que contenia un terminador tTH para preparar el "fragmento 1 (SEQ ID NO: 10)". Se sintetizé
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una region desde las posiciones de nucledtidos 2097 a 2232 (SEQ ID NO: 11) de pCANTAB 5E (GE Healthcare Japan
Corp.) que contiene un operador lac para preparar el "fragmento 2". Una secuencia (SEQ ID NO: 12) que comprende
una secuencia SD y un péptido de sefializacion phoA se sintetizd6 como "fragmento 3". La secuencia derivada de
pCANTAB 5E de una proteina de recubrimiento de fago (gen Ill) se sintetiz6 como "fragmento 4". Se sintetizé una
region que contenia un terminador Ipp como "fragmento 5 (SEQ ID NO: 13)". El "fragmento 1" al "fragmento 5" se
usaron como plantillas para la PCR de extension de solapamiento ((94 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30
segundos y 68 °C durante 160 segundos) x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores 1 y 2 y KOD-plus- (Toyobo
Co., Ltd.;; que se compone de ADN polimerasa, una solucion tampoén, un sustrato, etc.): cebador 1: 5'-
AAAAAACGCGTCTGCGGCCGCATAGGGTAGCGAAAACCT-3' Cebador 2: 5-
AAAAAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG-3.

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado se
escindid y purificd con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega KK.) para preparar el ADN. El fragmento de
ADN preparado y pCANTAB 5E se trataron cada uno con enzimas de restriccion Afllll (New England Biolabs Japan
Inc.) y Narl (New England Biolabs Japan Inc.) a 37 °C durante 1 hora o mas. Después de la electroforesis en gel de
agarosa, los fragmentos de ADN deseados fueron escindidos y purificados con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up
System. Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a 16 °C usando T4 ADN Ligasa (New
England Biolabs Japan Inc.) para llevar a cabo la reaccion de ligacion. La solucion de ligacion se afiadioé a Escherichia
coli JM109 (Toyobo Co., Ltd.), y la mezcla se dejd en hielo durante 30 minutos, luego se traté con calor a 42 °C durante
45 segundos, y luego se dej6 reposar en hielo durante 5 minutos. La Escherichia coli se sembré sobre una placa 2-
YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y luego se transformé mediante cultivo estatico durante la noche a 37 °C. Al
dia siguiente, la Escherichia coli transformada se inocul6 en un medio de caldo excelente (Invitrogen Corp.) que
contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y se cultivd durante una noche a 37 °C. Luego, el ADN de plasma se recuperé usando
el kit QlAprep 96 Turbo Miniprep (Qiagen N.V.) (en adelante, esta operacion se denomina "tratamiento miniprep"). El
ADN obtenido fue secuenciado para confirmar que se construyé el vector de interés. Este vector se designé como un
"vector fagémido pPR3".

El vector fagémido pPR3 se puede usar en los ejemplos descritos en el parrafo (1-3) o posterior, en lugar de un vector
fagémido pPR3_SPINK2 (WT) construido en el parrafo (1-2).

(1-2) Construccion del vector fagémido pPR3 SPINK2(WT)

Los vectores fagémidos se construyeron para presentar una biblioteca SPINK2 mutada aleatoriamente en fagos.
Primero, se prepar6 una region que contenia un terminador tTH como "fragmento 1 (SEQ ID NO: 10)". Una region de
las posiciones de nucledtidos 2099 a 2232 (correspondiente a las posiciones de nucleétidos 3 a 136 en la SEQ ID NO:
11) de pCANTAB 5E (GE Healthcare Japan Corp.) que contiene un operador lac se prepardé como "fragmento 2". Se
prepard una secuencia (SEQ ID NO: 12) que comprende una secuencia SD, un péptido de sefalizacion phoA y una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SPINK2 de tipo salvaje, es decir, SPINK2(WT)
como "fragmento 3". La secuencia derivada de pCANTAB 5E (desde las posiciones de nucleétidos 600 a 1848 en
SEQ ID NO: 16) que contiene una proteina de recubrimiento de fago (gen lll) se sintetizé6 como "fragmento 4". Se
prepard una region que contenia un terminador Ipp como "fragmento 5 (SEQ ID NO: 13)". Se us6 una secuencia de
nucleotidos (SEQ ID NO: 16) que comprende el "fragmento 1" al "fragmento 5" como plantilla para la PCR de extensién
de solapamiento ((94 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 160 segundos) x 30 ciclos)
usando los siguientes cebadores 1y 2 y KOD-plus- (Toyobo Co., Ltd.; que se compone de ADN polimerasa, una
solucién tampén, un sustrato, etc.):

Cebador 1': 5'-AAAAGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCC-3'
Cebador 2': 5'-AAAAAGAATTCATTAAACGGCAGACAAAAAAAATGTCGC-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado se
escindiod y purifico con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega KK.) para preparar el ADN. El fragmento de
ADN preparado y pPCANTAB 5E se trataron cada uno con las enzimas de restriccion Sapl (New England Biolabs Japan
Inc.) y EcoRI (New England Biolabs Japan Inc.) a 37 °C durante 1 hora o mas. Después de la electroforesis en gel de
agarosa, los fragmentos de ADN deseados fueron escindidos y purificados con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up
System. Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a 16 °C usando T4 ADN Ligase (New
England Biolabs Japan Inc.) para llevar a cabo la reaccion de ligacion. La solucion de ligacion se afiadioé a Escherichia
coli JM109 (Toyobo Co., Ltd.), y la mezcla se dejo en hielo durante 30 minutos, luego se traté con calor a 42 °C durante
45 segundos, y luego se dej6 reposar en hielo durante 5 minutos. La Escherichia coli se sembré sobre una placa 2-
YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y luego se transformé mediante cultivo estatico durante la noche a 37 °C. Al
dia siguiente, la Escherichia coli transformada se inocul6 en un medio de caldo excelente (Invitrogen Corp.) que
contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y se cultivd durante una noche a 37 °C. Luego, el ADN de plasma se recuperé usando
el kit QlAprep 96 Turbo Miniprep (Qiagen N.V.) (en adelante, esta operacion se denomina "tratamiento miniprep"). El
ADN obtenido fue secuenciado para confirmar que se construyd el vector de interés. El vector construido se tratd
adicionalmente con una enzima de restriccion EcoRI a 37 °C durante 1 hora o mas. Después del tratamiento con
Klenow, la reaccion de ligacion se llevo a cabo a 16 °C durante 1 hora usando T4 DNA Ligase (New England Biolabs
Japan Inc.). Se transformé Escherichia coli JM109 con el producto de ligacion. La Escherichia coli transformada se
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cultivd y luego se sometié a tratamiento miniprep. EI ADN obtenido fue secuenciado, y el vector construido se designé
como un "vector fagémido pPR3_SPINK2 (WT)" y se us6 en los siguientes ejemplos.

(1-3) Construccién del vector fagémido pPR3 relleno TEV

A continuacion, se insertd una secuencia de escision de proteasa TEV y un relleno en el vector fagémido
pPR3_SPINK2 (WT). Para preparar la secuencia de escision de la proteasa TEV, se realizé una PCR de extension
solapada ((94 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 10 segundos) x 30 ciclos)
utilizando los siguientes cebadores 3 y 4 y KOD-plus-:

Cebador 3: 5-GCGGCCGCATAGGGTAGCGAAAACCTGTATTTTCAGAG-3'
Cebador 4: 5-GCTAAACAACTTTCAACGGTgctaccGCTCTGAAAATACAGG-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado fue
escindido y purificado con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System para preparar el ADN como "fragmento 6". El vector
pPR3_SPINK2(WT) construido en el parrafo (1-2) se utilizé como plantilla para PCR ((94 °C durante 15 segundos, 60
°C durante 30 segundos y 68 °C durante 30 segundos) x 30 ciclos) utilizando los siguientes cebadores 5y 6 y KOD-
plus- para amplificar la proteina de la capa de fago (gen Ill):

Cebador 5: 5-ACCGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCC-3'
Cebador 6: 5-CATTAAAGCCAGAATGGAAAGCGCAGTC-3'

El fragmento de ADN amplificado se utilizé adicionalmente como plantilla para PCR ((94 °C durante 15 segundos, 60
°C durante 30 segundos y 68 °C durante 45 segundos) x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores a y § y KOD-
plus-:

Cebador a: 5-~AACACGCGTCTGCGGCCGCATAGGGTAGC-3'
Cebador B: 5-~AACGGATCCTCATTAAAGCCAGAATGGAAAG-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado fue
escindido y purificado con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System para preparar el ADN. El fragmento de ADN
preparado y pPR3_SPINK2(WT) construido en el parrafo (1-2) se trataron cada uno con las enzimas de restriccion
Miul (New England Biolabs Japan Inc.) y BamHI (New England Biolabs Japan Inc.) a 37 °C durante 1 hora o mas.
Después de la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN deseados fueron escindidos y purificados con
Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a 16°C
usando T4 DNA Ligase para llevar a cabo la reaccion de ligacion. Se transformo Escherichia coli JM109 con el producto
de ligacion. La Escherichia coli transformada se cultivo y luego se sometid a tratamiento miniprep. El ADN obtenido
fue secuenciado. El vector construido se designé como un "vector fagémido pPR3_TEV". La operacion se realiz6 de
acuerdo con el procedimiento descrito en el parrafo (1-1).

El vector fagémido construido pPR3_TEV y pcDNA3.1(+) (Invitrogen Corp.) se trataron cada uno con las enzimas de
restriccion EcoRI (New England Biolabs Japan Inc.) y Mlul (New England Biolabs Japan Inc.) a 37 °C durante 1 hora
o mas. Después de la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN deseados fueron escindidos y
purificados con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la
noche a 16°C usando T4 ADN ligasa para llevar a cabo la reaccion de ligacion. Se transformé Escherichia coli JM109
con el producto de ligacién. La Escherichia coli transformada se cultivd y luego se sometid a tratamiento miniprep. El
ADN obtenido fue secuenciado. El vector construido se designd como un "vector fagémido pPR3_relleno_TEV". La
operacion se realizé de acuerdo con el procedimiento descrito en el parrafo (1-2).

(1-4) Preparacion del vector fagémido SPINK2 mutado aleatoriamente

Para amplificar una region SPINK2 no mutada, se us6 una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 14) que codifica la
secuencia de aminoacidos de SPINK2 humano como plantilla para PCR ((94 °C durante 15 segundos, 60 °C por 30
segundos y 68 °C por 10 segundos) x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores 7 y 8 y KOD-plus-:

Cebador 7: 5-GGTAGCGATATGAGCACCTATGC-3'
Cebador 8: 5-GCACGGACCATTGCGAATA-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado fue
escindido y purificado con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System para preparar el ADN. El fragmento de ADN
preparado se designé como inserto A.

A continuacion, se sintetizd cada oligonucleétido SPINK2 que comprende una region aleatoria (region correspondiente
a la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias).
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5-GC AAA TAT CGT ACC CCG AAT TGT UUU UUU UUU UUU UUU VVV UUU TGT VVV UUU UUU WWW XXX
CCG GTT GGT AGC GAT ATG-3'

UUU, VVV, WWW y XXX representan cada una de las bases seleccionadas entre A, T, Gy C.

UUU incluye codones que codifican 18 aminoacidos (Ala, Glu, GIn, Asp, Asn, His, Trp, Arg, Lys, Val, Leu, lle, Phe, Tyr,
Ser, Met, Gly y Thr) excepto Cys y Pro.

VVV incluye codones que codifican 19 aminoacidos (Ala, Glu, GIn, Asp, Asn, His, Trp, Arg, Lys, Val, Leu, lle, Phe, Tyr,
Ser, Met, Gly, Thr y Pro) excepto Cys.

WWW incluye codones que codifican Tyr, Ser, Phe, Leuy Thr.
XXX incluye codones que codifican Asn, Asp, Leu, Lys, GIn, Ala y Glu.

El inserto Ay el oligonucledtido SPINK2 se usaron como plantilla para PCR ((95°C durante 20 segundos, 55°C durante
20 segundos y 72°C durante 30 segundos) x 10 ciclos) usando los siguientes cebadores) 9y 10 y PfuUltra Il Fusion
HS ADN Polymerase (Agilent Technologies, Inc.):

Cebador 9: 5-GTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTACCCCGAATTGT-3'
Cebador 10: 5-GCACGGACCATTGCGAATA-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado fue
escindido y purificado con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System para preparar el ADN. El fragmento de ADN
preparado se designé como el inserto B. El inserto B se us6 ademas como plantilla para PCR ((95 °C durante 20
segundos, 55 °C durante 20 segundos y 72 °C durante 30 segundos) x 10 ciclos) usando los siguientes cebadores 11
y 12 y PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase:

Cebador 11: 5-AAAGAATTCTGATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATAATCGT-3'
Cebador 12: 5-AAAGGCGCGCCGCACGGACCATTGCGAATAATTTTAAT-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado fue
escindido y purificado con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System para preparar el ADN. El fragmento de ADN
preparado se designé como el inserto C. El inserto C se traté con las enzimas de restriccion EcoRI (New England
Biolabs Japan Inc.) y Ascl (New England Biolabs Japan Inc.) a 37 °C durante 5 horas o mas, mientras que el vector
fagémido pPR3_relleno_TEV se traté con EcoRI (Takara Bio Inc.) y Mlul (Takara Bio Inc.) de la misma manera que
anteriormente. El inserto C se purifico usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. El vector fagémido se sometié
a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado se cort6 y purificé con Wizard SV Gel y PCR
Clean-Up System (Promega KK.). Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a 16 °C usando
T4 ADN Ligase (New England Biolabs Japan Inc.) para llevar a cabo la reaccion de ligacion. Al dia siguiente, el
producto de ligacion se tratd térmicamente a 65 °C durante 10 minutos. EI ADN fue desalado usando Amicon-Ultra
(30k; Merck Millipore).

(1-5) Preparacion de Escherichia coli XL1-Blue con el vector fagémido SPINK2 mutado aleatoriamente

A continuacion, se prepararon células competentes para su uso en transformacion. XL1-Blue (Stratagene Corp.)
cultivado durante la noche del dia anterior a 37 °C usando un medio 2-YT (Invitrogen Corp.) se inocul6 en un medio
2-YT y se cultivd a 37 °C durante algunas horas. Después de enfriar con hielo, el sedimento se recuperd por
centrifugacion (3.000 g, 10 min., 4 °C) y se suspendi6 en agua estéril, seguido de centrifugacion. El sedimento se
suspendié adicionalmente en glicerol al 10 % y luego se centrifugd. El sedimento se resuspendio en glicerol al 10 % y
luego se centrifugd. Finalmente, el sedimento se suspendié en glicerol al 10 % para preparar células competentes.

El ADN preparado en el parrafo (1-4) y las células competentes se usaron en transformacion por electroporacion (1,97
kV, 186 pF). Luego, las células se cultivaron con agitaciéon a 37 °C durante 1 hora usando un medio SOC, luego se
colocaron en placas sobre una placa 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
y glucosa al 2 % (Nacalai Tesque, Inc.), y cultivadas estaticamente a 30 °C. Al dia siguiente, las colonias se
recuperaron utilizando una solucién de 2-YT que contenia glucosa al 1 % y glicerol al 15 % (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y se almacenaron a -80 °C. Ademas, se recogié una porcion de la solucion de cultivo después de la
electroporacion, se sembré en placa después de una dilucion en serie y se cultivo estaticamente. Al dia siguiente, se
midié el nUmero de colonias para estimar el tamafio de la biblioteca. Se confirmé que la biblioteca construida tenia un
tamario de aproximadamente 1,2 x 10'° fagos.

(1-6) Construccién de la biblioteca de fagos SPINK2 mutada aleatoriamente

Las colonias de Escherichia coli construidas en el parrafo (1-5) se inocularon en un medio 2-YT que contenia ampicilina
a 0,1 mg/ml y glucosa al 1 % para preparar una suspension de Escherichia coli con ODggo nm = 0,3. Las células
bacterianas se cultivaron con agitacion a 37 °C y, por lo tanto, se dejaron crecer hasta ODggonm = 0,5. A esto se afadio
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una cantidad suficiente de un fago auxiliar VCSM13 (Stratagene Corp.). Las células se dejaron reposar a 37 °C durante
30 minutos y se cultivaron por agitacion adicional a 37 °C durante 30 minutos. Luego, las células se dejaron reposar
sobre hielo durante 30 minutos. El sedimento se recuperd por centrifugacion (3.000 g, 20 min., 4 °C), luego se
suspendié en un medio 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml, kanamicina 30 ug/ml (Nacalai Tesque, Inc.) y IPTG
0,25 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y se cultivaron con agitacion durante la noche a 22 °C.

Al dia siguiente, el sobrenadante de cultivo se recuperé por centrifugacion (9.000 g, 20 min., 4 °C). A esto se ahadio
una solucion que contenia 20 % de polietilenglicol 6000 (Nacalai Tesque, Inc.) y NaCl 2,5 M (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) en 1/4 de la cantidad del sobrenadante del cultivo, y la mezcla se dejé en reposo a 4 °C durante 30
minutos para precipitar particulas de fago (en adelante, esta operaciéon se denomina "precipitacion de PEG"). Los
fagos precipitados por dos ciclos repetitivos de precipitacion de PEG y centrifugacion (9.000 g, 30 min., 4 °C) se
suspendieron en PBS para preparar una biblioteca de fagos SPINK2 mutada aleatoriamente.

La Escherichia coli XL1-Blue se infecté con la solucion de fago preparada y se sembrd sobre una placa 2-YT que
contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y glucosa al 1 %. Se midi6 el numero de colonias formadas. La biblioteca de fagos
tenia un titulo de 1,8 x 10"3 fagos/ml.

[Ejemplo 2]

Cribado de la unién del mutante SPINK2 a la molécula diana

(2-1) Procedimiento de barrido en fase liquida

Cada proteina diana descrita en (2-4) se biotinil6 usando el Reactivo de Biotina Cromogénico EZ-Link NHS (Thermo)
de acuerdo con las instrucciones adjuntas.

La proteina diana biotinilada se mezcld con fagos que presentan mutantes SPINK2 y se hizo reaccionar durante 1 a
12 horas. Al producto de reaccion, se anadieron estreptavidina Dynabeads M-280 (Invitrogen Corp.) (en lo sucesivo,
simplemente denominadas "perlas") para unir la proteina diana biotinilada a las perlas. Las perlas se lavaron una
cantidad predeterminada de veces con PBS que contenia Tween al 0,05 % (en lo sucesivo, "PBS-T") y luego
reaccionaron con la Proteasa AcTEV(TM) (Invitrogen Corp.) durante 30 minutos para recuperar un fago que presenta
mutante SPINK2 unido con la proteina diana biotinilada en la superficie de las perlas. Escherichia coli XL1-Blue fue
infectada por el fago recuperado, luego sembré sobre una placa 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y glucosa
al 1 %, y se cultivé durante la noche a 30 °C. La biblioteca de fagos SPINK2 mutada aleatoriamente se uso en la
primera ronda de barrido en fase liquida, y los fagos preparados a partir de colonias de Escherichia coli obtenidas en
la ronda anterior se usaron en la segunda ronda o posteriores.

(2-2) Procedimiento de barrido en fase sdlida

Se afiadié una cantidad dada de cada proteina diana a una placa de 96 pocillos de fondo plano Nunc Maxisorp (Nunc)
y se dejo reposar durante la noche a 4°C para la inmovilizacién en fase sdlida en la placa. Ademas, se afiadio una
cantidad dada de cada proteina diana a la resina seca de agarosa activada por NHS de Pierce (Thermo Fisher
Scientific K.K.) y se inmovilizé en agarosa de acuerdo con las instrucciones adjuntas.

La placa o agarosa inmovilizada con proteina diana se mezcl6 con fagos que presentaban mutantes SPINK2 y se hizo
reaccionar durante 1 a 12 horas. Al producto de reaccion, se afiadieron perlas para unir la proteina diana biotinilada a
las perlas. Las cuentas se lavaron tiempos predeterminados con PBS-T y luego se hicieron reaccionar con Proteasa
AcTEV (TM) (Invitrogen Corp.) durante 30 minutos para recuperar un fago que presenta mutantes SPINK2 unido con
la proteina diana biotinilada en la superficie de las cuentas. Escherichia coli XL1-Blue fue infectada por el fago
recuperado, luego sembré sobre una placa 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y glucosa al 1 %, y se cultivd
durante la noche a 30 °C. La biblioteca de fagos SPINK2 mutada aleatoriamente se us6 en la primera ronda de barrido
en fase sdlida, y los fagos preparados a partir de colonias de Escherichia coli obtenidas en la ronda anterior se usaron
en la segunda ronda o posteriores.

(2-3) Preparacion del fago

Las colonias de Escherichia coli obtenidas después del cribado se inocularon en un medio 2-YT que contenia
ampicilina a 0,1 mg/ml y glucosa al 1 % para preparar una suspension de Escherichia coli con ODggo nm = 0,3. Las
células bacterianas se cultivaron con agitacion a 37 °C vy, por lo tanto, se dejaron crecer hasta ODggo nm = 0,5. A esto
se afiadié una cantidad suficiente de un fago auxiliar VCSM13 (Stratagene Corp.). Las células se dejaron reposar a
37 °C durante 30 minutos y se cultivaron por agitacion adicional a 37 °C durante 30 minutos. Luego, las células se
dejaron reposar sobre hielo durante 30 minutos. El sedimento se recuperd por centrifugacion (3.000 g, 20 min., 4 °C),
luego se suspendié en un medio 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml, kanamicina 30 ug/ml (Nacalai Tesque,
Inc.) e IPTG 0,25 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y se cultivaron con agitacion durante la noche a 22 °C.
Al dia siguiente, el sobrenadante de cultivo se recuperd por centrifugacion. Se preparé una solucién de fago mediante
dos ciclos repetitivos de precipitacion con PEG y centrifugacion.

(2-4) Cribado del mutante SPINK2 que se une a la molécula diana
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Se llevaron a cabo de tres a cinco rondas de barrido en fase liquida o en fase sélida usando cualquiera de los siguientes
4 tipos de proteinas diana:

Quimotripsina (Worthington Biochemical Corp.)

Calicreina de plasma humano recombinante (R&D Systems, Inc.)

EGFR/Fc humano recombinante (R&D Systems, Inc.; en lo sucesivo denominado "EGFR/Fc")
ErbB2/Fc humano recombinante (R&D Systems, Inc.; en lo sucesivo denominado "HER2/Fc")

(2-5) Evaluacioén de la actividad de uniéon del mutante SPINK2 (policlén) contra la proteina diana

Los fagos que presentan mutantes SPINK2 se prepararon a partir de las colonias de Escherichia coli después del
barrido de acuerdo con el procedimiento descrito en el parrafo (2-3).

Cada proteina diana descrita en el parrafo (2-4) o una albumina de suero bovina libre de proteasa libre de IgG-control
negativa (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; en lo sucesivo, denominada "BSA") se afiadié a Nunc Maxisorp
placa de 96 pocillos de fondo plano (Nunc). La placa de 96 pocillos se dej6 en reposo durante la noche a 4 °C y, como
consecuencia, se revistio con la proteina. A continuacion, los fagos que presentan mutantes SPINK2 preparados a
partir de las colonias de Escherichia coli después del barrido se afiadieron a la misma como muestra, y la placa se
dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, la muestra se retir6 y la placa se lavé con PBS-T.
Luego, se afadio al mismo conjugado monoclonal HRP/Anti-M13 (GE Healthcare Japan Corp.), y la placa se dejé en
reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, se elimin6 el conjugado monoclonal HRP/Anti-M13, y la placa
se lavo con PBS-T. Luego, se desarrolld color utilizando el sustrato kit POD A.B.T.S. (Nacalai Tesque, Inc.). La
absorbancia se midié a una longitud de onda de medicion de 405 nm. La muestra y el conjugado monoclonal HRP/Anti-
M13 se diluyeron cada uno usando PBS-T.

Los resultados se muestran en las Figuras 1 a 4. ELISA demostr6 que los mutantes SPINK2 (policlones) que exhiben
actividad de unién especifica al objetivo se enriquecieron a partir de la biblioteca SPINK2 mutada aleatoriamente
mediante el barrido contra cada proteina diana.

[Ejemplo 3]

Evaluacién del péptido de unién a a-quimotripsina (clon Unico)

(3-1) Construcciéon de pET 32a (variada)

pIRES Puro3 (Clontech Laboratories, Inc.) se utiliz6 como plantilla para PCR ((94 °C durante 15 segundos, 60 °C
durante 30 segundos y 68 °C durante 30 segundos) x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores 13 y 14 y KOD-plus-
(Toyobo Co., Ltd.):

5-AAAGGATCCGCGAATTCATGACCGAGTACAAGCCCAC-3'
5-AAACTCGAGTTATGCGGCCGCTCAGGCACCGGGCTTGCGG-3'

El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Luego, el fragmento de ADN deseado se
escindid y purifico con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega KK.) para preparar el ADN. El fragmento de
ADN preparado y pET 32a(+) (Novagen, Merck KGaA) se trataron cada uno con las enzimas de restriccion BamHI
(Takara Bio Inc.) y Xhol (Takara Bio Inc.) a 37 °C durante 1 hora o mas. Después de la electroforesis en gel de agarosa,
los fragmentos de ADN deseados se cortaron y purificaron con Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega
KK). Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a 16°C usando T4 DNA Ligase para llevar a
cabo la reaccioén de ligacion. Escherichia coli JM109 se transformé con el producto de ligacion. La Escherichia coli
transformada se cultivd, seguida de tratamiento miniprep y secuenciacion para construir "pET 32a (variado)". La
operacion se realizé de acuerdo con el procedimiento descrito en el parrafo (1-2).

(3-2) Expresién del péptido de unidon a a-quimotripsina en Escherichia coli Origami B (DE3) y su purificacion

Se recupero un vector fagémido de las colonias de Escherichia coli después del barrido usando el kit QIAGEN Plasmid
Midi (Qiagen N.V.) de acuerdo con las instrucciones adjuntas. El vector recuperado y pET 32a (variado) se trataron
cada uno con las enzimas de restriccion EcoRI (Takara Bio Inc.) y Notl (Takara Bio Inc.) a 37 °C durante 1 hora o mas.
Después de la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN deseados se cortaron y purificaron con Wizard
SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega KK). Los fragmentos purificados se hicieron reaccionar durante la noche a
16 °C usando T4 DNA Ligase (New England Biolabs Japan Inc.) para llevar a cabo la reaccion de ligacion. Escherichia
coli JM109 se transformé con el producto de ligacion. La operacion se realizé de acuerdo con el procedimiento descrito
en el parrafo (1-2). Escherichia coli Origami B (DE3) (Novagen, Merck KGaA) se transformé con un plasmido
recuperado usando Miniprep y sembré sobre una placa de 2 YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml.
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Posteriormente, las colonias obtenidas se inocularon en un medio 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y se
cultivaron durante la noche a 37°C. Luego, una porcién de la solucién de cultivo se inoculé nuevamente en un medio
2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml y se cultivé hasta ODgoo nm = aproximadamente 1. Luego, se afiadié IPTG
(concentracion final: 1 mM). La expresion de proteinas fue inducida por un cultivo nocturno a 16 °C. Al dia siguiente,
las células bacterianas se recogieron por centrifugacion (3.000 g, 20 min., 4 °C). Luego, se afadi6 a ello BugBuster
Master Mix (Novagen, Merck KGaA), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afadio
resina de afinidad metalica TALON (Takara Bio Inc.) a un sobrenadante recuperado por centrifugacion (10.000 g, 20
min., 4 °C), y la mezcla se agité a 4 °C durante 1 hora o0 mas para adsorber la proteina de fusion His-tag de interés
sobre la resina. La resina se lavo varias veces con una solucion tampoén de fosfato de sodio (fosfato de sodio 50 mM
y NaCl 300 mM, pH 7,4). Luego, se afadié una solucién de elucion (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol
150 mM, pH 7,4) para recuperar la proteina de fusion de la etiqueta His. Ademas, la etiqueta de tiorredoxina se escindio
usando el kit de captura de escisién de trombina (Novagen, Merck KGaA). La etiqueta de tiorredoxina se elimind
mediante la adicion a TALON. Finalmente, la proteina de interés se concentrd y se reemplazé con tampon con PBS
usando Amicon-Ultra (3k). La proteina de interés preparada (mutante SPINK2) se someti6 a SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras para analizar su estado molecular.

Los resultados se muestran en las Figuras 5 y 6. Todos los clones exhibieron una unica banda en condiciones
reductoras y no reductoras, lo que demuestra que el estado molecular de la proteina de interés asi expresada y
purificada estaba compuesta principalmente de un monémero.

(3-3) Evaluacién de la afinidad de unién al objetivo del péptido de unién a a-quimotripsina expresado en Escherichia
coli y purificado

La evaluacion se realizd mediante ELISA para confirmar la especificidad de union al objetivo de cada mutante SPINK2
(aglutinante de a-quimotripsina) preparado en el parrafo (3-2). La proteina diana quimotripsina se afiadié a una placa
Nunc Maxisorp de fondo plano de 96 pocillos. La placa de 96 pocillos se dejé en reposo durante la noche a 4 °C vy,
como consecuencia, se revistio con la proteina. A continuacion, el mutante SPINK2 preparado en el parrafo (3-2) se
afnadié a la misma como muestra, y la placa se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, la
muestra se retiré y la placa se lavo con PBS-T. Luego, se afadio a la misma conjugado HRP purificado por afinidad
de anticuerpos S-Tag (Bethyl Laboratories, Inc.), y la placa se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora.
Luego, se eliminé la solucion de anticuerpo de deteccion y la placa se lavo con PBS-T. Luego, el color se desarrolld
utilizando el sustrato Kit POD A.B.T.S.. La absorbancia se midié a una longitud de onda de medicion de 405 nm. La
muestra y el HRP purificado por afinidad de anticuerpos S-Tag conjugados se diluyeron cada uno usando PBS-T.

Los resultados se muestran en las Figuras 7 y 8. Todos los mutantes SPINK2 preparados usando Escherichia coli
tenian actividad de unién contra el objetivo. Ademas, ELISA mostré una curva sigmoidea. A partir del valor mas bajo
de la intensidad de la sefial y la respuesta maxima detectada en ELISA, se calculé una concentracion que exhibia el
50 % de la respuesta maxima, es decir, EC50, para confirmar que la EC50 de la actividad de unién era 18,3 nM en el
péptido No. 2 (clon 2) y 17,8 nM en el péptido No. 6 (clon 6).

(3-4) Evaluacién de la especificidad diana del péptido de unién a a-quimotripsina expresado en Escherichia coli y
purificado

La proteina diana quimotripsina o una tripsina de control negativo (Pierce Biotechnology Inc.) se afiadio a una placa
de 96 pocillos de fondo plano Nunc Maxisorp. La placa de 96 pocillos se dejoé en reposo durante la noche a 4 °C y,
como consecuencia, se revistio con la proteina. A continuacion, cada mutante SPINK2 preparado en el parrafo (3-2)
se afiadié a la misma como muestra, y la placa se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, la
muestra se retird y la placa se lavé con PBS-T. Luego, se afiadié a la misma S-Tag Antibody Affinity Purified HRP
conjugado, y la placa se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, se elimind la soluciéon de
anticuerpo de deteccion y la placa se lavé con PBS-T. Luego, se desarrollé el color usando el sustrato Kit POD
A.B.T.S.. La absorbancia se midié a una longitud de onda de medicién de 405 nm. La muestra y el S-Tag Antibody
Affinity Purified HRP conjugados se diluyeron cada uno usando PBS-T.

Los resultados se muestran en las Figuras 9y 10. Los péptidos Nos. 2y 6 (clones 2 y 6) no exhibieron reactividad con
la tripsina y exhibieron una fuerte reactividad con la proteina diana quimotripsina. Por lo tanto, se encontré que estos
péptidos tenian una unién especifica a la diana.

(3-5) Evaluacion de la actividad inhibidora de guimotripsina del péptido de unién a a-quimotripsina expresado en
Escherichia coli y purificado

La actividad inhibitoria de cada mutante SPINK2 preparado en el parrafo (3-2) contra la proteina quimotripsina diana
se cuantificé usando el Pierce Quantitative Protease Assay Kit. La operacién se realizé6 de acuerdo con las
instrucciones adjuntas.

Los resultados se muestran en la Figura 11. Los péptidos Nos. 2 y 6 (clones 2 y 6) exhibieron actividad inhibitoria y
tenian una IC50 de 815 nM y 374 nM, respectivamente.

(3-6) Secuenciacion del péptido de unién a a-quimotripsina
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Cada mutante SPINK2 (péptido de unién a a-quimotripsina) que exhibié actividad de unidn contra quimotripsina en el
parrafo (3-3) fue secuenciado. La Escherichia coli Origami B (DE3) transformada con un gen de cada mutante SPINK2
se cultivo durante la noche a 37 °C usando un medio 2-YT que contenia ampicilina a 0,1 mg/ml. Al dia siguiente, el
ADN de plasma se recuper6 del cultivo usando el kit QlAprep 96 Turbo Miniprep. EI ADN de plasma se us6 como
plantilla en el andlisis de secuencia de nucleétidos usando un cebador 15 que tiene la siguiente secuencia de
nucleétidos:

5-GTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATC-3'

Los resultados de analizar regiones aleatorizadas (regiones aleatorias) se muestran en la Figura 12. Las regiones
aleatorizadas en todos los mutantes SPINK2 fueron codificadas por diferentes secuencias de nucleétidos.

Aplicabilidad industrial

La biblioteca de péptidos de la presente invencién se puede usar para buscar péptidos que se unan a diversas
moléculas diana y es util en la investigacion de agentes de prueba, farmacos para diagndstico, etc. Ademas, el péptido
que se une a una molécula diana predeterminada es util como agente de prueba, farmaco para diagnéstico o similar.

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID NO: 1 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido que tiene diversidad (Figura 13)

SEQ ID NO: 2 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 1)

SEQ ID NO: 3 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 2)

SEQ ID NO: 4 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 6)

SEQ ID NO: 5 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 7)

SEQ ID NO: 6 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 12)

SEQ ID NO: 7 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 13)

SEQ ID NO: 8 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 14)

SEQ ID NO: 9 en el Listado de secuencias - Region aleatoria del péptido de union a quimotripsina (Figura 12;
péptido No. 17)

SEQ ID NO: 10 en el Listado de Secuencias - Fragmento 1 (Figura 14)
SEQ ID NO: 11 en el Listado de Secuencias - Fragmento 2 (subrayado en la Figura 15)
SEQ ID NO: 12 en el Listado de Secuencias - Fragmento 3 (Figura 16)
SEQ ID NO: 13 en el Listado de Secuencias - Fragmento 5 (Figura 17)

SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias - Secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos
de SPINK2 (Figura 18)

SEQ ID NO: 15 en el Listado de Secuencias - Secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos
representada por SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 16 en el Listado de Secuencias - Secuencia de nucleétidos del ADN molde para PCR que comprende
los fragmentos 1 a 5

Listado de secuencias
<110> Daiichi Sankyo Co., Ltd.
<120> Biblioteca de péptidos y usos de la misma

<130> FP1328
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<150> 2012-176208

<151> 2012-08-08

<160> 16

<170> Patentln version 3,5

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido con diversidad
<220>

<221> CARACTERISTICAS MISC
<222> (2)..(8)

<223> cualquier aminoacido
<220>

<221> CARACTERISTICAS MISC
<222> (10)..(14)

<223> cualquier aminoacido
<400> 1

Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 1 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 2

Cys Arg Thr Arg Trp Gly Asn Arg Cys Thr Trp Gln Tyr Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys
<210> 3
<211> 17
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 2 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 3

Cys Met Arg His Arg Arg His Phe Cys Thr Met Val Tyr Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210> 4

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 6 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 4

Cys Arg Arg Trp Leu Leu Pro Trp Cys Thr Tyr Lys Tyr Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 7 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 5

Cys Leu Trp Arg Arg His Lys Leu Cys Pro Phe Lys Phe Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210> 6

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 12 de unién a alfa-quimotripsina

<400> 6
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Cys Trp Arg Ser Trp Arg Trp Ala Cys Pro Tyr Met Tyr Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210>7

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 13 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 7

Cys Trp Phe Phe Arg Trp Arg Trp Cys Asn Trp Ala Leu Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido No. 14 de unién a alfa-quimotripsina
<400> 8

Cys Ser Thr Trp Arg Met Trp Gly Cys Pro Trp Leu Tyr Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys

<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido No. 17 de unién a alfa-quimotripsina

<400> 9

Cys Trp Arg Arg Trp Tyr Asp Arg Cys Ser Phe Asn Leu Lys Pro Val
1 5 10 15

Cys
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<210> 10
<211> 55
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento 1

<400> 10

ES 2 813 867 T3

gtacccgata aaagcggctt cctgacagga ggccgttttg ttttgcagcc cacct

<210> 11
<211> 136
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento 2

<400> 11

55

cgeaacgcaa ttaatgtgag ttagetcact cattaggeac cccaggettt acactttatg

cttceggete gtatgttgtyg tggaattgtg agcecggataac aatttcacac aggaaacagce

tatgaccatg
<210> 12
<211> 309
<212> ADN

attacg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento 3

<400> 12
aatttctaga
gttgectgttt
gtttagcaaa
ttttaatecg
gaaaattegt
tgcggecge

<210> 13

<211> 57
<212> ADN

taacgagggc
acccctgtga
tatcgtacce
gtttgtggta

gaaggtggecce

<213> Secuencia Atrtificial

aaatcatgaa
cgaaagctgce
cgaattgtag
gcgatatgag

ataatattaa

acaaagcact
tagcgecgaat
ccagtatcgt
cacctatgca

aattattege

32

attgcactgg
tctgatcege
ctgectggtt
aatgaatgta

aatggtcecgt

cactcttacce
agtttggtct
gteccgegtcea
ccctgtgeat

gcgacgegte

60

120

136

60

120

180

240

300

309
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<220>

<223> Fragmento 5
<400> 13

ctgtgaagtg aaaaatggcg cacattgtgc gacatttttt ttgtctgccg tttaatc 57
<210> 14

<211> 192

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(192)
<400> 14

gat ccg cag ttt ggt ctg ttt agc aaa tat cgt acc ccg aat tgt age 43
Asp Pro Gln Phe Gly Leu Phe Ser Lys Tyr Arg Thr Pro Asn Cys Ser
1 5 10 15

cag tat cgt ctg cct ggt tgt ccg cgt cat ttt aat ccg gtt tgt ggt 96
Gln Tyr Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg His Phe Asn Pro Val Cys Gly
20 25 30

agc gat atg agc acc tat gca aat gaa tgt acc ctg tgc atg aaa att 144
Ser Asp Met Ser Thr Tyr Ala Asn Glu Cys Thr Leu Cys Met Lys Ile
35 40 45

cgt gaa ggt ggc cat aat att aaa att att cge aat ggt cog tge taa 192
Arg Glu Gly Gly His Asn Ile Lys Ile Ile Arg Asn Gly Pro Cys
50 55 60

<210> 15

<211> 63

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 15

Asp Pro Gln Phe Gly Leu Phe Ser Lys Tyr Arg Thr Pro Asn Cys Ser
1 5 10 15

Gln Tyr Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg His Phe Asn Pro Val Cys Gly
20 25 30

Ser Asp Met Ser Thr Tyr Ala Asn Glu Cys Thr Leu Cys Met Lys Ile
35 40 45

Arg Glu Gly Gly His Asn Ile Lys Ile Ile Arg Asn Gly Pro Cys
50 55 60

<210> 16

33
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<211> 1916

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Una plantilla de ADN para PCR que comprende los fragmentos 1 a 5
<400> 16

34



gaagagcgcc
tggcacgaca

tcetgacagg
cactcattag

tgtgagcgga
taacgagggc
acccctgtga
tatcgtaccc
gtttgtggta
gaaggtggcc
taggcaggtg
catacagaaa
aactatgagg
cagtgttacy
tctgagggtyg
tacggtgata
cctggtactg
aatactttca
acgggcactg
tcatcaaaag
tctggettta
caacctectyg
ggcggetetyg
ggctccggtt
accgaaaatg
gctactgatt
ggtaatggtg
ggtgataatt
gttgaatgtc
gacaaaataa
tatgtatttt

agtgaaaaat

caatacgcaa
ggtttceccga

aggcogtttt
goacoccagy

taacaatttc
aaatcatgaa
cgaaagctge
cgaattgtag
gcgatatgag
ataatattaa
catectggegg
attcatttac
gctgtetgtg
gtacatgyggt
gcggttctga
cacctattce
agcaaaaccc
tgtttcagaa
ttactcaagg
ccatgtatga
atgaggatcce
tcaatgetygy
agggtggcgy
ccggtgattt
ccgatgaaaa
acggtgetge
ctactggtga
cacctttaat
gcecttatgt
acttattccg
cgacgtttge

ggcgcacatt

ES 2 813 867 T3

accgectete
ctggaaagcg

gttttgeage
ctttacactt

acacaggaaa
acaaagcact
tagcgcgaat
ccagtatcgt
cacctatgeca
aattattcge
tggttectgge
taacgtctgyg
gaatgctaca
tectattggg
gggtggeggt
gggctatact
cgctaatcct
taataggtte
cactgacccc
cgcttactgg
attecgtttgt
cggeggetet
ttetgagggt
tgattatgaa
cgcgctacag
tatcgatggt
ttttgectgge
gaataatttce
ctttggeoget
tggtgtottt
taacatactg

gtgcgacatt

cccgogegtt

ggcagtgage

ccaccteaac
tatgetteocg

cagctatgac
attgcactgg
tctgatcege
ctgcctggtt
aatgaatgta
aatggtccgt
gcaaccgttg
aaagacgaca
ggcgttgtgg
cttgetatee
tctgagggtg
tatatcaacc
aatccttcte
cgaaataggc
gttaaaactt
aacggtaaat
gaatatcaag
ggtggtggtt
ggcggctcetg
aaaatggcaa
tctgacgcta
ttecattggtg
tctaattccc
cgtcaatatt
ggtaaaccat
gcgtttettt
cgtaataagg

ttttttgtet

35

ggccgattca
ggtaccecgat

gcaattaatg
gotagtatgt

catgattacg
cactcttacc
agtttggtct
gtccgcgtca
ccctgtgeat
gcgacgcgte
aaagttgttt
aaactttaga
tttgtactgg
ctgaaaatga
gcggtactaa
ctctcgacgg
ttgaggagtc
agggtgcatt
attaccagta
tcagagactg
gccaategte
ctggtggegyg
agggtggcgg
acgctaataa
aaggcaaact
acgtttecegg
aaatggctca
taccttettt
atgaattttc
tatatgttge
agtcttaata

gccgtttaat

ttaatgcagc
aaaagcggct

tgagttaget
tgtgtggaat

aatttctaga
gttgetgttt
gtttagcaaa
ttttaatccg
gaaaattcgt
tgeggccgcea
agcaaaaccc
tegttacget
tgacgaaact
gggtggtgge
acctectgag
cacttatccg
tcagecctcett
aactgtttat
cactectgta
cgectttecat
tgacctgecet
ctctgagggt
ttcoggtgge
gggggctatg
tgattctgtc
ccttgectaat
agtcggtgac
gccteagteg
tattgattgt
cacctttatg
gtacctgtga

gaattc

60

120

180
240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1916
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REIVINDICACIONES

1. Una biblioteca de péptidos que comprende una pluralidad de péptidos diferentes en la que los péptidos comprenden
cada uno una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de nucleétidos que consiste en la secuencia
representada por la SEQ ID NO: 14 en el Listado de Secuencias en la que la secuencia de nucleétidos ha sido
modificada reemplazando un secuencia de nucleétidos que consiste en la 432 base timina a la 932 base timina con
una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 en el
Listado de Secuencias, en la que la biblioteca de péptidos tiene una diversidad de al menos 1 x 10°,

2. La biblioteca de péptidos de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la biblioteca tiene una diversidad de al menos
1 x 108, preferiblemente al menos 1 x 10'°.

3. La biblioteca de péptidos de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que cada uno del 1° Xaa al 5° Xaa, el 7° Xaa,
el 9° Xaa y el 10° Xaa contando desde el terminal amino de la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias en cada
péptido de dicha pluralidad de péptidos es independientemente cualquier aminoacido distinto de cisteina y prolina.

4. La biblioteca de péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que cada uno del 6°
Xaa y 8° Xaa contando desde el extremo amino de la SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias en cada péptido de
dicha pluralidad de péptidos es independientemente cualquier aminoacido distinto de cisteina.

5. La biblioteca de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la biblioteca es una biblioteca de presentacién de fagos,
una biblioteca de presentacion de ribosomas o una biblioteca de presentacién de acidos nucleicos.

6. Un procedimiento de identificacion de un péptido que se une a una molécula diana, que comprende los siguientes
pasos (i) y (ii):

(i) poner en contacto péptidos contenidos en la biblioteca de péptidos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 con la molécula diana; y

(i) recuperar un péptido que se une a la molécula diana.
7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la molécula diana se deriva de un ser humano.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en el que la molécula diana no es una diana endoégena de
SPINK2.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que la diana enddgena es tripsina y/o acrosina.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la molécula diana es una
serina proteasa distinta de tripsina y/o acrosina, en el que el péptido inhibe la actividad proteolitica de la serina
proteasa, y en el que el procedimiento comprende la etapa adicional (iii):

(iii) determinar que el péptido es positivo para la inhibicion, cuando el péptido inhibe la actividad proteolitica de la
serina proteasa.
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[Figura 7]
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[Figura 13]
CXXXX XXXCX XXXXP VC

(X representa cualquier aminoacido)

[Figura 14]

GTACCCGATAAAAGCGGCTTCCTGACAGGAGGCCGTTTTGTTTTGCAGCCCACCT

49
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[Figura 15-1]

GACGAAAGGGCCTICGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGG
TTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTT
TATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAA
TGCTTCAATAATATTGAAARAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCC
TTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGG
TGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCTCGAGTGGGTTACATCGAACTGG
ATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGA
TGAGCACTTTTARAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGC
AAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCAC
CAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTG
CCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGAC
CGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATC
GTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGC
CTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAG
CTTCCCGGCAACRATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC
TGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC
GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCG
TAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCG
CTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCAT

ATATACTTTAGATTGATTTAARACTTCATTTTTAATT

50
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[Figura 15-2]

TAARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARAAARAACCACCGCTACC
AGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTICCGAAGGTAACTGG
CTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCA
CCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACC
AGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGT TGGACTCAAGACGATA
GTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGCCCAG
CTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGG
AACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCC
TGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAARACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTG
CTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCG
TATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAARACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGG

CAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTT

ACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCA

CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTTGGAGCCTTTTTTTTGGAGA

TTTTCAACGTGAARAAATTATTATTCGCAATTCCTITTAGTTGTTCCTTTICTATGCGG
CCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTCCAACTGCAGGTCGACCTCGAGATCARACGGGCGG
CCGCAGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCGCTGGAACCGCGTGCCGCATAGACTG
TTGARAGTTGTTTAGCAARAACCTCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAG
ACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAG

GCGTTGTGGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTAT
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[Figura 15-3]
TGGGCTTGCTATCCCTGAAAATCGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGG
TGGCGGTTCTCGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCC
GGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAA
CCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTT
TCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGTGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGT
TACTCAAGGCACTGACCCCGTTAARACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCARARA
AGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTCCATTCTGG
CTTTAATGAGGATCCATTCGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCA
ACCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGG
TGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCCGG
TGGCGGCTCCGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAARATGGCAAACGCTAATAAGGG
GGCTATGACCGARAAATGCCGATGARAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACT
TGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTC
CGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAAT
GGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTT
ACCTTCTTTGCCTCAGTCGGTTGAATGTCGCCCTTATGTCTTTGGCGCTGGTAAACC
ATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTT
TCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCGACGTTTGCTAACATACTGCG
TAATAAGGAGTCTTAATAAGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGG
AAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGA
ATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCAC
ACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC
GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGL
TCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGC
TCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGAC
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[Figura 15-4]

CCCAAARAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG
GITTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAA
ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTG
CCGATTTCGGCCTATTGGTTAAARAAATGAGCTGATTTAACARAAATTTAACGCGAAT
TTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCAGTCTCAGTACAATCTGCTCT
GATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGA
CGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGC

TGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGARACGCGC

[Figura 16]

AATTTCTAGATAACGAGGGCAAATCATGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTT
ACCGTTGCTGTTTACCCCTGTGACGAAAGCTGCTAGCGCGAATTCLGATCCGCAGTT
TGGTCTGTTTAGCAAATATCGTACCCCGAATTGTAGCCAGTATCGTCTGCCTGGTTG
TCCGCGTCATTTTAATCCGGTTTGTGGTAGCGATATGAGCACCTATGCAAATGAATG
TACCCTGTGCATGAAAATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTCGCAATGG

TCCGTGCgACGCGTCTGCGGCCGC

[Figura 17]

CTGTGAAGTGAAARATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTGCCGTTTAATC

[Figura 18]

GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTACCCCGAATTGTAGCCAGTATCGT
CTGCCTGGTTGTCCGCGTCATTTTAATCCGGTTTGTGGTAGCGATATGAGCACCTAT
GCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAAAATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTARAATT

ATTCGCAATGGTCCGTGCTAA
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[Figura 19]
DPQFGLFSKYRTPNCSQYRLPGCPRHFNPVCGSDMSTYANECTLCMKIREGGHNIKI

IRNGPC
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[Figura 20-1]

GAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGC
AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGGTACCCGATAAAA
GCGGCTTCCTGACAGGAGGCCGTTTTGTTTTGCAGCCCACCTCAACGCAATTAATGT
GAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT
GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGA
TTACGAATTTCTAGATAACGAGGGCAARATCATGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCA
CTCTTACCGTTGCTGTTTACCCCTGTGACGAAAGCTGCTAGCGCGAATTCEGATCCG
CAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTACCCCGAATTGTAGCCAGTATCGTCTGCCT
GGTTGTCCGCGTCATTTTAATCCGGTTITGTGGTAGCGATATGAGCACCTATGCAAAT
GRATGTACCCTGTGCATGAAAATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTCGC
AATGGTCCGTGCgACGCGTCTGCGGCCGCATAGGCAGGTGCATCTGGCGGTGGTTCT
GGCGCAACCGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAAC
GTCTGGAAAGACGACAAARACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGG
AATGCTACAGGCGTTGTGGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGG
GTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGT
TCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACA
CCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGGTACT
GAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACT
TTCATGTTTCAGRATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGTGCATTAACTGTTTATACG
GGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTA
TCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTC
CATTCTGGCTTTAATGAGGATCCATTCGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGAC

CTGCCTCAACCTCCTGTCAATGCTGG
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[Figura 20-2]

CGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGG
CGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCCGGTGGCGGCTCCGGTTCCGG
TGATTTTGATTATGAAAAAATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAARATGC
CGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGA
TTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAA
TGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGG
TGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCTTTGCCTCAGTC
GGTTGAATGTCGCCCTTATGTCTTTGGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGA
TTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTICTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCAC
CTTTATGTATGTATTTTCGACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATA
GTACCTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTITTTTGTCTGCCGTTT

AATGAATTC
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