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ES 2438 190 T3

DESCRIPCION
Péptido susceptible de unirse a titanio, plata y silicona
Campo técnico

La presente descripcion se refiere a un método para seleccionar péptidos que se que unen a titanio; a un péptido
que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio; a un complejo de titanio, plata y/o silicio con un péptido,
en el que el péptido que tiene una capacidad de union a titanio, plata y/o silicio esta unido a titanio, plata o silicio; a
una proteina artificial en la que un péptido que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio se une a un
péptido funcional o una proteina funcional; a un complejo de titanio, plata o silicio con la proteina artificial, en el que
la proteina artificial esta unida a titanio, plata o silicio; a una proteina quimérica en la que un conjugado de un
péptido que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio se une con una sustancia marcada o una etiqueta
peptidica, o con un compuesto no peptidico; a un complejo de titanio, plata o silicio con una proteina quimérica en el
que la proteina quimérica esta unida a titanio, plata o silicio; a un fago que expresa un péptido que tiene una
capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio sobre la superficie de una particula; a un complejo de titanio, plata o
silicio con un fago en el que el fago esta unido a titanio, plata o silicio; a un método para el refinamiento de una
superficie de titanio, una superficie de plata o una superficie de silicio o para alinear titanio, usando un péptido que
tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio, una proteina artificial con una capacidad de unién a titanio,
plata y/o silicio, una proteina quimérica con una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio, un fago con una
capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio; a un método para formar una particula de plata o una particula de
silicio; o a un material de implante que comprende un complejo de titanio-proteina artificial como principio activo.

Técnica antecedente

En 1952, Branemark descubrié el fenémeno de la osteointegracion, en el que se unen titanio y hueso sin la
intermediacion de tejidos de union, y con esto como punto de inflexion, se aplic6é clinicamente por primera vez un
implante hecho de titanio puro en 1965. Se han aplicado hasta la fecha un monton de tratamientos de implante
usando el fenémeno de osteointegracion. Sin embargo, se requiere un periodo muy largo de 3 a 6 meses para que
se unan el titanio y el hueso. Hasta ahora, para el fin de acortar este periodo potenciando la afinidad del hueso, se
han hecho muchos enfoques tales como redisefiar materias duras que es principalmente una modificacién mecanica
del material, incluyendo modificacion para el tratamiento de superficie final, evaporacién a vacio de calcio o
hidroxiapatita en la superficie de titanio o consideracion de aleacion de titanio como material, aunque no se ha
obtenido ningun efecto significativo hasta la fecha. Por ejemplo, en el caso de ceramica tal como hidroxiapatita, hay
problemas tales como reduccién de la capa recubierta o debilidad a la carga debido a caracteristicas fisicas. En
cuanto a la aleacién, se han considerado muchos casos hasta la fecha, pero en la mayoria de los casos, se han
producido reacciones tisulares perjudiciales y, por tanto, actualmente sélo se usa titanio y TisAlsV, que es una
aleacion del mismo.

Ademas, la relacién entre el implante y la mucosa circundante se considera que es un tejido de cicatrizacion con
pequenia resistencia a la infeccién, que es diferente de la de los dientes y las encias. Por tanto, con el fin de resolver
este problema, se han considerado enfoques de materias duras tal como se describié anteriormente, incluyendo
recubrimiento con agente antibacteriano de la superficie de titanio. Sin embargo, con tales enfoques de materias
duras, no se considera la mejora de la relacién anatomica/histolégica entre el implante y la mucosa circundante.

El titanio se oxida facilmente, y forma inmediatamente didxido en la atmésfera y en agua. Puesto que es posible
degradar/detoxificar casi todas las sustancias téxicas usando la actividad fotocatalitica de los cristales de anatasa,
que es uno de los cristales de dioxido de titanio, se usa titanio de forma muy diversa incluyendo degradacion de
malos olores tales como gas de casas enfermas o acetaldehido, o como agente antifingico. Sin embargo, como la
longitud de onda que los cristales de anatasa pueden usar se limita a la region ultravioleta, se espera el desarrollo
de fotocatalizadores que puedan usarse en la regién de radiacion visible.

Ademas, se propone lo siguiente: un nuevo implante que contiene osteopontina que puede aumentar la velocidad de
osteointegracion y la razén de adhesiéon al hueso, que comprende un implante que contiene osteopontina en un
estado formado, en el que se combina un material apropiado para su uso en el cuerpo de un sujeto in vivo con una
osteopontina en una forma liberable (traduccién japonesa publicada de la publicacién internacional PCT n.?: 2002-
500898); una tecnologia que controla al nivel molecular la construccion del compuesto de metal que va a unirse, en
la que con el fin de unir el compuesto de metal, y proporcionar una nueva proteina, un fragmento de proteina, un
péptido o un derivado de un mutante del mismo que es posible que se una a compuestos de metal y controle la
orientacion o la secuencia, se inserta un grupo funcional que tiene una construccion de triacetato de nitrilo en una
estereoestructura caracteristica que tiene la proteina, el fragmento de proteina, el péptido o el mutante del mismo
(solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el publico n.%: 10-338700); o un método para preparar
nanocristales de semiconductores que tienen propiedades de cristal especificas tales como fase o configuracion,
usando una molécula biolégica que se autoorganiza modificada para tener un oligémero de aminoacidos que se une
especificamente a semiconductores (memoria descriptiva de la solicitud de patente estadounidense n.°
2003/0073104) .
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Tal como se mencion6 anteriormente, cuando se pretende conferir una capacidad superior de los materiales de
titanio en el campo de los implantes, sin modificar los materiales mediante materia dura, sino con polimero tal como
proteina que es una materia blanda que puede unirse de manera flexible a la superficie de titanio, hay el problema
de que el motivo de aminoacidos que reconoce/se une especificamente a la superficie de titanio no existe en la
naturaleza. El objeto de la presente invencidon es proporcionar una secuencia peptidica, un fago, una proteina
artificial o una molécula quimérica con una capacidad de unién a titanio necesaria para conferir una capacidad
superior al material de titanio con el uso de materias blandas, o un complejo de un péptido, un fago, una proteina
artificial o una molécula quimérica que tiene la secuencia peptidica y una secuencia peptidica funcional, con titanio.
Especificamente, la presente invencidén proporciona un material de implante de titanio funcional en el que dicho
péptido y un péptido o una proteina artificial/una proteina quimérica que promueve la calcificacién o el crecimiento
6seo/diferenciacion se unen a su superficie, mediante lo cual la osteointegracién se completa en un periodo corto; o
un material de implante de titanio funcional en el que dicho péptido o un péptido o una proteina artificial/una proteina
quimérica que tiene alta afinidad por las encias se unen a su superficie, teniendo una alta resistencia a la infeccién
bacteriana, etc. Ademas, proporciona un complejo del péptido o la proteina artificial/la proteina quimérica con titanio
oxidado, o un complejo del complejo con un compuesto de bajo peso molecular tal como un croméforo, teniendo una
capacidad fotocatalitica incluso en una regién de radiacién visible, y un pigmento de diéxido de titanio, en el que una
proteina quimérica/una proteina artificial que comprende el péptido y colageno suave para la piel, etc., se unen a su
superficie.

Los presentes inventores realizaron un estudio entusiasta para solucionar los problemas anteriores. Pusieron en
contacto una poblacion de fago en la que dicho fago de dicha poblacion expresa colectivamente una biblioteca de
diferentes secuencias peptidicas con metal de titanio en una disolucién acuosa, recuperaron titanio unido a
particulas de fago a través de la secuencia peptidica mediante centrifugacion, hicieron proliferar las particulas de
fago obtenidas unidas a titanio en E. coli y repitieron una operacion de cribado que comprende la puesta en contacto
de titanio con el fago de unién a titanio proliferado que expresa una secuencia peptidica sobre particulas de fago y la
concentracién de los clones de fagos que se unen a titanio y obtuvieron una biblioteca de fagos que podria expresar
un péptido de unién a titanio que reconoce especificamente titanio.

Se cloné la biblioteca de fagos obtenida para examinar la secuencia de aminoacidos expresada. Repitiendo la
operacion de cribado, puede estimarse que clones que expresaban secuencias que pueden unirse fuertemente a
titanio especialmente tenian una mayor poblacién en la biblioteca de fagos. Los presentes inventores descubrieron
que entre los 43 clones de fagos habian 33 clones que expresaban RKLPDAPGMHTW (péptido que comprende una
secuencia de aminoécidos mostrada en SEQ ID NO: 3), y que la capacidad de unién a titanio de los clones de fagos
que expresaban un péptido que comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 3 era mucho
mas alta que la del clon de fago que expresa un péptido que comprende secuencias de aminoacidos mostradas en
SEQ ID NO: 16 a 38.

Es necesario investigar si los clones obtenidos que expresan un péptido que comprende una secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID No: 3 se unen a titanio a través de la secuencia que expresan. Es posible
confirmar si la unién del clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 3 a titanio se une especificamente a través de la secuencia de expresion con el uso de
QCM-D300 (Q-sense AB, Gotemburgo), un dispositivo para la cuantificacion de la interaccién con una microbalanza
de cristal de cuarzo que puede medir la disipacion simultaneamente. Cuando una molécula alargada
longitudinalmente como un fago se une perpendicularmente a un sensor de microbalanza de cristal, la
viscoelasticidad medida mediante disipacion aumenta significativamente, mientras que la frecuencia que muestra el
nivel de unién disminuye. Ademas, incluso si es una molécula muy alargada, no se observa ningin aumento
significativo de viscoelasticidad en contraposicién a la disminucion de frecuencia, cuando se une horizontalmente al
lado en el que se montd un sensor de microbalanza de cristal. Realmente, se obtuvo un resultado que muestra que
un clon de fago que presenta un péptido que comprende una secuencia de aminoécidos mostrada en SEQ ID NO: 3
se unia perpendicularmente a la superficie de titanio. Probablemente es el primer ejemplo en el mundo que ha
examinado la forma de unién de un fago, usando un dispositivo para la cuantificacion de la interaccion con una
microbalanza de cristal de cuarzo, y mostr6 que este método era muy Util para el analisis de un fago unido a la
superficie solida.

La superficie de titanio se oxida inmediatamente en agua, y se une un grupo hidroxilo a atomos de titanio. Se estima
que el grupo hidroxilo unido se separa en un grupo hidroxilo que forma un puente entre dos atomos de titanio y un
grupo hidroxilo terminal unido con un atomo de titanio. Como la polaridad del grupo hidroxilo puente y la del grupo
hidroxilo terminal son diferentes, tienen una pK diferente. Se estima que el grupo hidroxilo puente actda como un
acido, y que el grupo hidroxilo terminal actia como una base. Seria posible controlar la unién de titanio y péptido
investigando como se une especificamente un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 3 a una superficie de titanio.

Generalmente, la investigacion de la especificidad de un motivo peptidico se realiza mediante la identificacion de un
residuo que desempena un papel importante en la funcién debido a la introduccion de una mutacion puntual, o
mediante el refinamiento de la region funcional mediante el andlisis de un mutante de delecion. En el primer caso, se
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realiza a menudo un andlisis funcional de una serie de mutaciones puntuales sustituidas por alanina denominado
exploracion de alaninas. La sustitucion con alanina en la que el grupo metilo tiene s6lo una cadena lateral pequena,
y que no tiene carga, se cree que confiere la funcién de la cadena lateral del residuo de aminodcido. Se realizé
exploracion de alaninas para el clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 3. Se preparé una serie de clones de fagos mutados de manera puntual que expresaban
un péptido que comprende secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 4 a 14 y se examind la capacidad
de unién a titanio de cada clon. Como resultado, la capacidad de unién del mutante puntual en la 42 prolina era la
mas significativamente alterada, entre las examinadas esta vez. La prolina desempefia un papel curvando
ampliamente la cadena principal del péptido o la proteina, similar a la glicina. A partir de este resultado, se sugirid
fuertemente que la curva de la cadena principal en la 42 prolina desempefa un papel importante para la unién del
péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 a titanio. Ademas, puesto que la
capacidad de unién del mutante puntual en la 12 arginina y el 5% acido aspartico entre los aminoacidos que estan
cargados en la cadena lateral se alteré significativamente, se sugirié que estos residuos actuaban mutuamente con
la carga positiva y negativa de la superficie de titanio.

Como resultado de la exploracion de alaninas, se obtuvo un resultado que apoya que la primera parte de SEQ ID
NO: 2, la region de SEQ ID NO: 1, desempefia un papel importante en la unién a titanio. Por tanto, se preparé un
mutante de delecion en el que se delecionan los péptidos 72 a 12° que comprendia una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 3, que es un clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, y se investigé la capacidad de unién a titanio. Puesto que la capacidad de
unién a titanio no se vio afectada por la delecion, se ha aclarado que la parte de la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 1 tenia una capacidad de unién a titanio suficiente.

Cuando la secuencia peptidica mostrada en SEQ ID NO: 3 se une a titanio, la importancia de la carga positiva de la
cadena lateral de la 12 arginina es tal como se describié anteriormente, mientras que hay todavia una posibilidad de
que coopere con un grupo amino en el extremo amino terminal de la cadena principal para unirse a titanio. Por tanto,
se prepard un mutante de insercion (SEQ ID NO: 15) en el que se inserta alanina en el extremo amino terminal de la
secuencia de aminodacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 y se investigd la capacidad de unién a titanio. Como
resultado, se observé un aumento de la capacidad de unién a titanio. Como por el motivo del aumento de la
capacidad de union, puede considerarse que la repulsion entre la carga positiva de la cadena lateral de la 22 lisina
de SEQ ID NO: 3 y la carga positiva de un grupo amino en el extremo amino terminal de la cadena principal
disminuye debido a la insercién de aminoacido de un residuo, y por tanto la estructura de un péptido que comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 15 se volvié mas estable. Ademas, este resultado muestra
que no siempre es necesario que la arginina esté en el extremo amino terminal cuando un péptido que comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 se une a titanio. Esto es un conocimiento importante que
muestra que no hay limitacion para la construccién primaria en cuanto a la colocacion de SEQ ID NO: 1 6 3, cuando
se prepara una proteina quimérica, una proteina artificial o un péptido sintético que se une a titanio.

Se sabe que varios grupos hidroxilo se unen a una superficie de titanio mediante tratamiento con peroxido de
hidrégeno. Tal como se mencion6 anteriormente, se cree que la interaccién entre un péptido que comprende una
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3 y una superficie de titanio est4d dominada por la interaccién
electrostatica entre las cadenas laterales de la 12 arginina y el 5° 4cido aspartico de SEQ ID NO: 1, 3 y la carga del
grupo hidroxilo unido a titanio. Hay una posibilidad de que el nivel de union de titanio y péptido pueda controlarse, si
fuese posible controlar la cantidad de grupo hidroxilo que se une a titanio. De hecho, la capacidad de unién a titanio
del clon de fago que expresa SEQ ID NO: 3, tratado con peroxido de hidrégeno, aumentaba. Esto muestra que
afnadiendo ademas grupo hidroxilo a la superficie de titanio mediante tratamiento con per6xido de hidrégeno, es
posible aumentar el nivel de unién del clon de fago que expresa SEQ ID NO: 3, el péptido de SEQ ID NO: 3 y la
proteina artificial/proteina quimérica que incluye el mismo. Ademas, eliminando el grupo hidroxilo de la superficie de
titanio, se espera que sea posible disminuir el nivel de unién del clon de fago que expresa un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3, el péptido de SEQ ID NO: 3 y la proteina
artificial/proteina quimérica que incluye el mismo. En cuanto al método para eliminar el grupo hidroxilo de la
superficie de titanio, puede mostrarse a modo de ejemplo el tratamiento con fluoruro de sodio. Combinando estos
métodos, se espera que sea posible controlar el nivel de unién del clon de fago que expresa SEQ ID NO: 3, el
péptido de SEQ ID NO: 3 o la proteina artificial/proteina quimérica que incluye el mismo, a titanio.

Ademas, investigando la especificidad de unién de péptidos con una capacidad de unién a titanio a materiales
metalicos, se encontrd que se unian selectivamente a plata, silicio, ademas de titanio, y que no se unian a oro,
platino, cobre, hierro, estafo, zinc, cromo, etc. Usando esta especificidad de unidon de materiales metalicos, podria
ser posible desarrollar un determinado patréon con una base de oro de los compuestos funcionales a través del
péptido de unién a titanio, realizando por ejemplo la obtencion del patron con una base de oro con titanio, y
anadiendo compuestos funcionales, por ejemplo péptido de unién a titanio que conjuga nanoparticulas
semiconductoras, o proteina artificial/proteina quimérica que incluye las mismas.

Por tanto, los presentes inventores han completado la presente invencién segin del conocimiento anterior.

Exposicion de la invencion
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La presente invencién se detalla en los parrafos numerados a continuacion.

1. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.
2. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2.
3. Un péptido que consiste en la secuencia de amino4cidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

4. Un péptido que consiste en una secuencia de aminocidos mostrada en una cualquiera de SEQ ID NO: 5y 8 a
15.

5. El péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 4, que estd modificado quimicamente.

6. Un complejo de titanio-péptido, en el que el péptido segin uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 esta unido a
titanio.

7. Una proteina artificial que es un conjugado del péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5, con un péptido
funcional o una proteina funcional.

8. La proteina artificial segun el parrafo 7, en la que el péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o una
proteina que coopera con el péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 para formar una estructura cristalina
bidimensional mediante autoensamblaje.

9. La proteina artificial segun el parrafo 7, en la que el péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o una
proteina que comprende una secuencia peptidica que tiene una actividad de reconocimiento celular tal como
actividad de adhesion celular.

10. Un complejo de titanio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segin uno cualquiera de los parrafos 7 a 9
esta unido a titanio.

11. Una proteina quimérica que es un conjugado del péptido segin uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 con una
sustancia marcada, una etiqueta peptidica o un compuesto no peptidico.

12. Un complejo de titanio-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun el parrafo 11 esta unida a
titanio.

13. Un fago que expresa el péptido seguin uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 sobre la superficie de una particula.
14. Un complejo de titanio-fago, en el que el fago segun el parrafo 13 esta unido a titanio.

15. Un método para el refinamiento de una superficie de titanio o para formar una particula de titanio, en el que se
usa el péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5.

16. Un método para el refinamiento de una superficie de titanio, para formar una particula de titanio o para alinear
particulas de titanio, en el que se usa la proteina artificial segin uno cualquiera de los parrafos 7 a 9.

17. Un método para el refinamiento de una superficie de titanio o para formar una particula de titanio, en el que se
usa la proteina quimérica segun el parrafo 11.

18. Un método para alinear titanio o para formar una particula de titanio, en el que se usa el fago segun el parrafo
13.

19. Un material de implante que comprende el complejo de titanio-proteina artificial segun el parrafo 10 como
principio activo.

20. Un complejo de plata-péptido, en el que el péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 esta unido a plata.

21. Un complejo de plata-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun uno cualquiera de los parrafos 7 a 9
esta unida a plata.

22. Un complejo de plata-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun el parrafo 11 esta unida a plata.
23. Un complejo de plata-fago, en el que el fago segun el parrafo 13 esta unido a plata.

24. Un método para el refinamiento de una superficie de plata o para formar una particula de plata, en el que se usa
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el péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5.

25. Un método para el refinamiento de una superficie de plata, para formar una particula de plata o para alinear
plata, en el que se usa la proteina artificial seguin uno cualquiera de los parrafos 7 a 9.

26. Un método para el refinamiento de una superficie de plata o formar una particula de plata, en el que se usa la
proteina quimérica segun el parrafo 11.

27. Un método para formar una particula de plata o para alinear plata, en el que se usa el fago segun el parrafo 13.

28. Un complejo de silicio-péptido, en el que el péptido segin uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 esta unido a
silicio.

29. Un complejo de silicio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segin uno cualquiera de los parrafos 7 a 9
esta unido a silicio.

30. Una complejo de silicio-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun el parrafo 11 esta unida a
silicio.

31. Un complejo de silicio-fago, en el que el fago segln el parrafo 13 esta unido a silicio.

32. Un método para el refinamiento de una superficie de silicio o para formar una particula de silicio, en el que se
usa el péptido seglin uno cualquiera de los parrafos 1 a 5.

33. Un método para el refinamiento de una superficie de silicio, para formar una particula de silicio o para alinear
silicio, en el que se usa la proteina artificial segun uno cualquiera de los parrafos 7 a 9.

34. Un método para el refinamiento de una superficie de silicio o para formar una particula de silicio, en el que se
usa la proteina quimérica segun el parrafo 11.

35. Un método para formar una particula de silicio o para alinear silicio, en el que se usa el fago segun el parrafo 13.

36. Un método para usar el péptido segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 5 como una sonda de microscopio de
fuerza atémica (MFA).

En otras palabras, la presente invencién se refiere a un método para seleccionar péptidos que se unen a titanio que
comprende poner en contacto titanio con una poblacién de fago en el que dicho fago de dicha poblaciéon expresa
colectivamente una biblioteca de diferentes secuencias peptidicas; recuperar titanio unido a particulas de fago a
través de la secuencia peptidica de dicha poblacion mediante centrifugacion; hacer que proliferen las particulas de
fago de unién a titanio obtenidas en bacterias; y repetir una operacion de cribado que comprende el contacto del
titanio con el fago de unidn a titanio proliferado que expresa una secuencia peptidica sobre particulas de fago y
concentrar los clones de fago de unién a titanio en proliferacién (“1”); a un péptido de union a titanio obtenido
mediante el método para seleccionar segun “1” (“2”); a un péptido de unién a titanio que comprende una secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (“3”); a un péptido de unién a titanio que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, en el que al menos un aminoacido se deleciona, se sustituye o se afiade
en la secuencia de aminoacidos (“4”); al péptido de unién a titanio segun “4”, en el que se conservan los residuos de
aminoacido 1, 42y 52 de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (“5”); al péptido de unién a titanio
segun “5”, que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 en el que la 22 lisina se
sustituye por alanina (“6”); a un péptido de unién a titanio que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 3 (“7”); a un péptido de unidn a titanio que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 3, en el que al menos un aminodcido se deleciona, se sustituye o se afiade en la secuencia de
aminoacidos (“8”); al péptido de unién a titanio segun “8”, en el que se conservan los residuos de aminoacido 12, 4°y
5¢ de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 (“9”); al péptido de unién a titanio segin “8”, que
comprende secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 4 a 14, en el que los residuos de aminoacido 1% a
5°y 72 a 122 se sustituyen por alanina, respectivamente (“10”); al péptido de unién a titanio segun “8” o “9”, que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 15, en la que se anade/inserta alanina al
extremo N-terminal de la secuencia de amino4cidos mostrada en SEQ ID NO: 3 (117); al péptido de unién a titanio
que comprende secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 16 a 24 (“12”); a un péptido de union a titanio
que comprende secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 16 a 24, en el que al menos un aminoacido
se deleciona, se sustituye o se afiade en la secuencia de aminoacidos (“13”); a un péptido de unién a titanio que
comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 25 a 38 (“14”); a un péptido de unién a titanio
que comprende secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 25 a 38 en el que al menos un aminoacido
se deleciona, se sustituye o se afiade en la secuencia de aminoacidos (“15”); al péptido de unién a titanio seguin uno
cualquiera de “2” a “15”, que esta modificado quimicamente (“16”); al péptido de unién a titanio segiin uno cualquiera
de “2” a “16”, en el que el titanio es titanio metalico, aleacion de titanio o diéxido de titanio (“17”); a un complejo de
titanio-péptido, en el que el péptido de unién a titanio segun uno cualquiera de “2” a “16” esté unido a titanio (“18”); a
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una proteina artificial de unién a titanio que es un conjugado del péptido de unién a titanio segun uno cualquiera de
“2” a “16”, con un péptido funcional o una proteina funcional (“19”); a la proteina artificial segun “19”, en la que el
péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o una proteina que coopera con un péptido de unién a titanio
para formar una estructura cristalina bidimensional mediante autoensamblaje (“20”); a la proteina artificial segun
“19”, en la que el péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o una proteina que comprende una
secuencia peptidica que tiene una capacidad de reconocimiento celular tal como capacidad de adhesién celular
(“217); a un complejo de titanio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun uno cualquiera de “19” a “21”
esta unida a titanio (“22”); a una proteina quimérica de unién a titanio que es un conjugado del péptido de unién a
titanio segun uno cualquiera de “2” a “17”, con una sustancia marcada o una etiqueta peptidica, o con un conjugado
con un compuesto no peptidico (“23”); a un complejo de titanio-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica
segun “23” esta unida a titanio (“24”); a un fago de unién a titanio que expresa el péptido de unién a titanio segun
uno cualquiera de “2” a “17” sobre la superficie de una particula (“25”); a un complejo de titanio-fago, en el que el
fago segun “25” esta unido a titanio (“26”); a un método para el refinamiento de una superficie de titanio o para
formar una particula de titanio, en el que se usa el péptido de unién a titanio seguin uno cualquiera de “2” a “17”
(“27”); a un método para el refinamiento de una superficie de titanio, para formar una particula de titanio o para
alinear particulas de titanio, en el que se usa la proteina artificial de unidn a titanio segin uno cualquiera de “19” a
“21” (“28”); a un método para el refinamiento de una superficie de titanio o para formar una particula de titanio, en el
que se usa la proteina quimérica de unién a titanio segin “23” (“29”); a un método para alinear titanio o para formar
una particula de titanio, en el que se usa el fago de unién a titanio segun “25” (“30”); a un material de implante que
comprende el complejo de titanio-proteina artificial segin “22” como principio activo (“31”).

Ademas, la presente descripcion se refiere a un péptido de unién a plata, que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (“32”); a un péptido de union a plata que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, en el que al menos un aminoacido se deleciona, se sustituye o se afade
en la secuencia de aminoéacidos (“33”); al péptido de union a plata segun “33”, en el que se conservan los residuos
de aminoacido 19, 4%y 52 de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (“34”); al péptido de unién a
plata segun “34”, que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en el que la 22 lisina se
sustituye por alanina (“35”); a un péptido de unién a plata que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 3 (“36”); a un péptido de union a plata que comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en
SEQ ID NO: 3, en el que al menos un aminodcido se deleciona, se sustituye o se afade en la secuencia de
aminoacidos (“37”); al péptido de union a plata segin uno cualquiera de “32” a “37”, que estd quimicamente
modificado (“38”); a un complejo de plata-péptido, en el que el péptido de union a plata segun uno cualquiera de “32”
a “38” esta unido a plata (“39”); a una proteina artificial de unién a plata que es un conjugado del péptido de unién a
plata segun uno cualquiera de “32” a “38”, con un péptido funcional o una proteina funcional (“40”); a un complejo de
plata-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun “40” esta unida a plata (“41”); a una proteina quimérica
de unién a plata que es un conjugado del péptido de unién a plata segin uno cualquiera de “32” a “38”, con una
sustancia marcada o una etiqueta peptidica, o con un conjugado con un compuesto no peptidico (“42”); a un
complejo de plata-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica seglin “42” esta unida a plata (“43”); a un fago
de union a plata que expresa el péptido de unioén a plata segn uno cualquiera de “32” a “38” sobre la superficie de
una particula (“44”); a un complejo de plata-fago, en el que el fago segun “44” esta unido a plata (“45”); a un método
para el refinamiento de una superficie de plata o para formar una particula de plata, en el que se usa el péptido de
unién a plata segun uno cualquiera de “32” a “38” (“46”); a un método para el refinamiento de una superficie de plata,
para formar una particula de plata o para alinear plata, en el que se usa la proteina artificial de unién a plata segun
“40” (“47”); a un método para el refinamiento de una superficie de plata o formar una particula de plata, en el que se
usa la proteina quimérica de union a plata segun “42” (“48”); a un método para formar una particula de plata o para
alinear plata, en el que se usa el fago de union a plata segin “44” (“49”); a un péptido de unién a silicio que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (“50’); a un péptido de unién a silicio que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, en el que al menos un aminoacido se
deleciona, se sustituye o0 se afade en la secuencia de aminoacidos ('51’); al péptido de unién a silicio segun “49”, en
el que se conservan los residuos de aminodcido 12, 4° y 5° de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 1 (“562”); al péptido de union a silicio segun “50”, que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, en el que la 22 lisina se sustituye por alanina (“53”); a un péptido de unién a silicio que comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 (“54”); a un péptido de unién a silicio que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3, en el que al menos un aminoacido se deleciona, se sustituye
o se aflade en la secuencia de aminoacidos (“55”); al péptido de unién a silicio seguin uno cualquiera de “50” a “56”,
que esta quimicamente modificado (“56”); a un complejo de silicio-péptido, en el que el péptido de unidn a silicio
segun uno cualquiera de “50” a “56” esta unido a silicio (“57”); a una proteina artificial de union a silicio que es un
conjugado del péptido de unién a silicio segun uno cualquiera de “50” a “56”, con un péptido funcional o una proteina
funcional (“58”); a un complejo de silicio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun “58” esta unida a
silicio (“59”); a una proteina quimérica de union a silicio, que es un conjugado del péptido de unién a silicio segun
uno cualquiera de “50” a “56”, con una sustancia marcada o una etiqueta peptidica, o que es un conjugado con un
compuesto no peptidico (“60”); a un complejo de silicio-proteina quimérica en el que la proteina quimérica segun “60”
esta unida a silicio (“61”); a un fago de union a silicio que expresa el péptido de unién a silicio segun uno cualquiera
de “50” a “56” sobre la superficie de una particula (“62”); a un complejo de silicio-fago, en el que el fago segun “62”
esta unido a silicio (“63”); a un método para refinamiento de una superficie de silicio o para formar una particula de
silicio, en el que se usa el péptido de unién a silicio segun uno cualquiera de “50” a “56” (“64”); a un método para el
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refinamiento de una superficie de silicio, para formar una particula de silicio o para alinear silicio, en el que se usa la
proteina artificial de unidn a silicio segun “58” (“65”); a un método para el refinamiento de una superficie de silicio o
para formar una particula de silicio, en el que se usa la proteina quimérica de unién a silicio segun “60” (“66”); a un
método para formar una particula de silicio o para alinear silicio, en el que se usa el fago de unién a silicio seguin
“62” (“67”); a un método que usa el péptido de unidn a titanio segun uno cualquiera de “2” a “17”, el péptido de unién
a plata segun uno cualquiera de “32” a “38” o el péptido de unién a silicio segun uno cualquiera de “50” a “56”, como
una sonda de microscopio de fuerza atémica (MFA) (“68”).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una imagen que muestra el resultado de cribar particulas de titanio usando una biblioteca de fago D-
12.

El eje vertical representa el valor del titulo de fago eluido dividido entre el titulo de fago y mostrado en escala
logaritmica. El nimero del eje horizontal representa el nimero de veces de cribado.

La figura 2 es una imagen que muestra el resultado de cribar particulas de titanio usando una biblioteca de fago
C7C.

El eje vertical representa el valor del titulo de fago eluido dividido entre el titulo de fago y mostrado en escala
logaritmica. El nimero del eje horizontal representa el nimero de veces de cribado.

La figura 3 es una imagen que muestra una secuencia de aminoacidos de un péptido expresado por el clon obtenido
tras repetir 3 veces el cribado de particulas de titanio usando una biblioteca de fago D-12.

La parte méas a la izquierda muestra el nombre del clon, y la secuencia de expresion se muestra al lado mediante
una notacion de una unica letra del aminoécido.

La figura 4 es una imagen que muestra una secuencia de aminoacidos de un péptido expresado por el clon obtenido
tras repetir 3 veces el cribado de particulas de titanio usando una biblioteca de fago C7C.

La parte méas a la izquierda muestra el nombre del clon, y la secuencia de expresion se muestra al lado mediante
una notacion de una Unica letra del aminodcido. La secuencia de aminoacidos mostrada en el presente documento
comprende en ambos extremos un residuo de cisteina que tiene un grupo tiol necesario para que la secuencia de
expresion de la biblioteca de C7C sea ciclica.

La figura 5 es una imagen que muestra el resultado del examen de la capacidad de unién del fago clonado a titanio.

El eje vertical representa el valor del titulo de fago eluido dividido entre el titulo de fago y mostrado en escala
logaritmica. El eje horizontal representa cada clon de fago mostrado en las figuras 3 y 4.

La figura 6 es una imagen que muestra el resultado del andlisis de la condiciéon de unién del clon de fago que
expresa el péptido mostrado en SEQ ID NO: 3 a una superficie de titanio usando un dispositivo para el andlisis de la
interaccion de una biomolécula con una microbalanza de cristal de cuarzo, QCM-D300.

La figura 7 es una imagen que muestra un diagrama de patrén de la condicién de unién del fago sobre el sensor de
microbalanza de cristal de cuarzo-titanio.

Se muestra esquematicamente la union del clon de fago a una superficie de titanio usando QCM-D300. La imagen
superior muestra la condicién de unién cuando se bloquea el sensor con BSA, y la inferior muestra la condicién de
unién sin bloqueo.

La figura 8 es una imagen que muestra las secuencias de base del cebador usado en los ejemplos.

El “alfabeto-nimero-alfabeto” mostrado a la izquierda del primer parrafo de la figura representa el nombre del
mutante preparado usando el cebador. El origen del nombre es tal como sigue: la secuencia €3-2-3 se representa
mediante una notacién de una Unica letra del aminoacido, la posicion del residuo de aminoacido del extremo amino
terminal se representa mediante un nimero y la dltima letra “A” muestra la sustitucién por alanina. Por ejemplo, P4A
representa un cebador usado para sustituir la 42 prolina del extremo N terminal de SEQ ID NO: 3 por alanina.

A continuacién, A7-12F, A-12R y K2A A7-12R son cebadores usados para preparar mutantes de delecién explicados
en el ejemplo 5. Se usaron para la PCR, con la combinaciéon de A7-12F y AA7-12R; A7-12F y K2A A7-12R.

El inserto de Ala es un cebador usado para preparar el mutante de insercién explicado en el ejemplo 6.

La figura 9 es una imagen que muestra el resultado del examen de la influencia de la mutacién puntual sobre la
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capacidad de unién del clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 4 a 14 a titanio.

El eje vertical representa el valor de la capacidad de unién del mutante puntual mostrado en escala logaritmica,
fijando la capacidad de unién del fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 4 a 14 a titanio en 1; el eje
horizontal representa cada mutante puntual.

La figura 10 es una imagen que muestra un diagrama de patrén del método para preparar un mutante de delecion
mediante un método de PCR.

La figura 11 es una imagen que muestra el resultado del examen de la influencia de la mutacion de delecién y la
mutacién de insercién sobre la capacidad de union del clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID
NO: 2 a 15 a titanio.

El eje vertical representa el valor de la capacidad de uniéon del mutante puntual, fijando la capacidad de unién del
clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 1 en 1; el eje horizontal representa los mutantes de
delecion e insercién.

La figura 12 es una imagen que muestra el resultado de la influencia del tratamiento de particulas de titanio con
perdxido de hidrégeno, sobre la capacidad de unién del fago.

La figura 13 es una imagen que muestra el resultado del examen de la capacidad de unién del fago que expresa un
péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID: 3 a diversos metales.

El eje vertical representa el valor del nivel de unién del fago que expresa un péptido que comprende una secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 dividido entre el nivel de union del fago sin expresar la secuencia,
mostrando la contribucién de la unién por un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 3. En cuanto a cobre y acero, el nivel de unién de ambos fagos estaba por debajo del limite de
deteccion.

La figura 14 es una imagen que muestra el resultado del examen de la influencia de la mutacién de sustitucién por
alanina en el péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 sobre la unién a
titanio, plata y silicio.

El eje vertical representa el valor normalizado fijando el nivel de unién del fago que expresa un péptido que
comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 3 en 1.

La figura 15 es una fotografia que muestra la imagen de microscopio electrénico y el patrén de difraccion electronica
de una particula de plata generada mediante biomineralizacion del péptido sintetizado que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

La figura 16 es una imagen que muestra la relacién entre la concentracion de péptido y el nivel de silice generado
mediante biomineralizacion del péptido sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 3.

En la condicion de concentracién de péptido mostrada con marcas de color blanco y la linea discontinua, se forma
silice en forma de gel. En la condicién de concentracién de péptido mostrada con las marcas de color negro y la
linea continua, se forma silice en forma de particulas.

La figura 17 es una fotografia que muestra una imagen de microscopio electrénico de transmisién y una imagen de
microscopio electrénico de barrido de particulas de silice generadas mediante biomineralizacion del péptido sintético
que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

La figura 18 es una imagen que muestra un diagrama de patrén de la construccion de un vector de expresién de
ferritina que fusiona un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.

La figura 19 es una imagen que muestra el resultado de la unién de una ferritina recombinante que fusiona un
péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 a una superficie de titanio.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

En cuanto al método para seleccionar un péptido de union a titanio de la presente descripcion, no hay ninguna
limitacion particular siempre que sea un método para seleccionar que comprenda las siguientes etapas:

- poner en contacto titanio con una poblacion de fago (biblioteca de fago) en el que dicho fago de dicha poblacién
expresa colectivamente (presenta) una biblioteca de diferentes secuencias peptidicas, preferiblemente en una
disolucién acuosa;
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- recuperar titanio unido a particulas de fago a través de la secuencia peptidica mediante centrifugacion;

- hacer que proliferen las particulas de fago de unién a titanio obtenidas en bacterias tales como E. coli; y a
continuacion,

- repetir una operacion de cribado que comprende la puesta en contacto de titanio con el fago de unién a titanio
proliferado que expresa una secuencia peptidica sobre particulas de fago y concentrar los clones de fago de unién a
titanio en proliferaciéon. En cuanto al titanio anterior, puede usarse titanio tal como metal de titanio en forma de
particulas, placas, etc., aleacién de titanio, dioxido de titanio. Ademas, la biblioteca de fago mencionada
anteriormente puede prepararse como un fago que expresa un residuo de aminoacido (-Xn-, X= cualquier
aminoacido) de la parte al azar en la capa de superficie, insertando un ADN al azar sintetizado quimicamente en un
ADN de fago (fagémido) y transfectandolo en E. coli huésped, se biosintetizan moléculas que forman virus de fago, y
se expresan péptidos al azar en la cabeza del extremo N terminal de la proteina de recubrimiento plll de particulas
virales. Sin embargo, también pueden usarse bibliotecas de fagos que estan disponibles comercialmente (7 meros al
azar, 12 meros, 7 meros ciclicos).

En cuanto al péptido que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio de la presente descripcién, pueden
mostrarse a modo de ejemplo péptidos que tienen una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio obtenidos
mediante el método para seleccionar un péptido de unién a titanio de la presente descripcion mencionado
anteriormente, o mutante del mismo. Especificamente, un péptido (A7-12) que tiene una capacidad de union a
titanio, plata y silicio que comprende la secuencia de aminoacidos RKLPDA mostrada en SEQ ID NO: 1, o un
péptido (mutante de A7-12) que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio, que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, en el que al menos un aminoacido se deleciona, se sustituye
o se afiade en la secuencia de aminoacidos, puede mostrarse a modo de ejemplo preferiblemente que tiene una
excelente capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio. Entre el mutante de A7-12 anterior, es preferible un péptido
en el que el 12 (Arg), el 4° (Pro), el 5° (Asp) residuo de aminoacido de la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 1 se conserva, y un péptido (K2A-A7-12) que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2 en el que el 2° (Lys) se sustituye por Ala es particularmente preferible, ya que tiene una excelente
capacidad de unién a titanio, plata y silicio.

En cuanto al péptido que tiene una capacidad de union a titanio, plata y/o silicio de la presente descripcion, un
péptido de unién a titanio (e3-2-3) que comprende la secuencia de aminoacidos RKLPDAPGMHTW mostrada en
SEQ ID NO: 3: o un péptido (mutante de e3-2-3) que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio, que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3, en el que al menos un aminoacido se
deleciona, se sustituye o se afiade en la secuencia de aminoacidos puede mostrarse a modo de ejemplo
preferiblemente que tiene una excelente capacidad de unién a titanio, plata y/o silicio. En cuanto al mutante de e3-2-
3 anterior, pueden mostrarse a modo de ejemplo péptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 4 a 14, en los que los residuos de aminoacido 12 a 5% y 7% a 12? se sustituyen por Ala,
respectivamente (R1A, K2A, L3A, P4A, D5A, P7A, G8A, M9A, H10A, T11A, W12A); o péptidos (insercién de Ala)
que comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 15 en los que se afade/se inserta Ala en
el extremo N terminal de e-3-2-3. La insercion de Ala es particularmente preferible ya que tiene una excelente
capacidad de union a titanio, plata y/o silicio.

Ademas, en cuanto al péptido de unién a titanio de la presente descripcién, puede mostrarse a modo de ejemplo un
péptido que comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 16 a 24 derivado de la biblioteca
de D12 (New England Biolabs, Beverly) que expresa un péptido al azar lineal de 12 residuos; o un péptido de unién
a titanio que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 16 a 24, en el que al menos un
aminoacido se deleciona, se sustituye o se afade en la secuencia de aminoacidos, de manera similar a e3-2-3.

Ademas, en cuanto al péptido de unién a titanio de la presente descripcién, puede mostrarse a modo de ejemplo un
péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 25 a 38 derivado de una biblioteca
de C7C (New England Biolabs) que expresa un péptido al azar ciclico de 7 residuos; o un péptido de unién a titanio,
que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 25 a 38, en el que al menos un aminoacido
se deleciona, se sustituye o se afiade en la secuencia de aminoacidos.

En cuanto al nivel de “sustitucion, delecion o adicién” de un aminoacido o sitios del mismo, se abarcan todos los
péptidos modificados en la presente descripcion siempre que tengan una capacidad de unién a titanio, plata y/o
silicio, de manera similar a los péptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1
0 3.

Ademas, el titanio incluye titanio metalico, aleacién de titanio, diéxido de titanio amorfo, cristal de anatasa de di6xido
de titanio, cristal de rutilo de diéxido de titanio y cristal de brookita de diéxido de titanio.

El grupo de péptido de unién a titanio de la presente descripcion (a continuacion en el presente documento estos
péptidos se denominaran “el presente péptido de unién a titanio”), el grupo de péptido de uniéon a plata (a
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continuacion en el presente documento estos péptidos se denominaran “el presente péptido de union a plata”), el
grupo de péptido de unién a silicio (a continuacién en el presente documento estos péptidos se denominaran “el
presente péptido de union a silicio”) mencionados anteriormente pueden prepararse mediante un método de sintesis
quimica general segun su secuencia de aminoacidos. Ademas, el método de sintesis quimica incluye un método de
sintesis peptidica comin mediante un método de fase liquida y un método de fase solida. EI método de sintesis
peptidica incluye, mas especificamente, un método de alargamiento gradual en el que se une cada aminoacido uno
por uno posteriormente para alargar la cadena segun la informacion de la secuencia de aminoacidos, y un método
de condensacion de fragmentos en el que se sintetiza previamente un fragmento que comprende unos cuantos
aminoacidos y cada fragmento se lleva a una reaccion de acoplamiento. La sintesis peptidica puede realizarse
mediante cualquiera de estos métodos.

El método de condensacion aplicado a la sintesis peptidica anterior puede realizarse seglin diversos métodos
conocidos. Los ejemplos conocidos incluyen el método de azida, el método de anhidrido de acido mixto, el método
de DCC, el método de éster activo, el método redox, el método de DPPA (azida de difenilfosforilo), DCC + aditivos
(1-hidroxibenzotriazol, N-hidroxisuccinamida, N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxiimida, etc.) y el método de
Woodward. Pueden seleccionarse disolventes que pueden usarse para estos métodos de los comunes que se
conocen bien para su uso en este tipo de método de condensacion de péptidos. Los ejemplos incluyen
dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), hexafosforoamida, dioxano, tetrahidrofurano (THF), acetato de
etilo, etc. y disolventes mixtos de los mismos.

En la reaccion de sintesis peptidica anterior, puede protegerse el grupo carboxilo en un aminoacido o péptido que no
estd asociado con la reaccién, en general mediante esterificacion, por ejemplo mediante éster alquilico inferior tal
como éster metilico, éster etilico, éster butilico terciario y similares, por ejemplo éster bencilico, éster p-metoxi-
bencilico, éster p-nitro-bencilico, éster aralquilico y similares. Ademas, un aminoacido que tiene un grupo funcional
en su cadena lateral, por ejemplo un grupo hidroxilo de Tyr puede protegerse mediante un grupo acetilo, grupo
bencilo, grupo benciloxicarbonilo, grupo butilo terciario, etc. Sin embargo, tal proteccion no siempre es necesaria.
Ademas, por ejemplo, puede protegerse el grupo guanidino de Arg mediante un grupo de proteccion apropiado tal
como grupo nitro, grupo tosilo, grupo 2-metoxibencenosulfonilo, grupo metilen-2-sulfonilo, grupo benciloxicarbonilo,
grupo isoborniloxicarbonilo, grupo adamantiloxicarbonilo, etc. La reaccion de desproteccién de estos grupos de
proteccién en un aminoacido, péptido que tiene el grupo de proteccién anterior y el presente péptido de union a
titanio finalmente obtenido, puede realizarse mediante métodos comunes, por ejemplo un método de reduccién
catalitica, o un método que usa amoniaco liquido/sodio, &cido fluorhidrico, bromuro de hidrégeno, acido clorhidrico,
trifluoroacetato, acido acético, acido formico, acido metanosulfénico, etc.

Ademas, el presente péptido de unidn a titanio y similares pueden prepararse segun métodos comunes con una
técnica de ingenieria genética, con la informacién de secuencia basica de ADN que codifica para el presente péptido
de unidn a titanio y similares. La purificacién del presente péptido de unién a titanio asi obtenido puede realizarse
apropiadamente seguin métodos generales, por ejemplo, métodos cominmente usados en el campo de la quimica
de péptidos, tal como resina de intercambio i6nico, cromatografia de reparto, cromatografia en gel, cromatografia de
afinidad, cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), método de reparto en contracorriente, etc.

Adicionalmente, pueden usarse péptidos quimicamente modificados ventajosamente como el presente péptido de
unién a titanio, el presente péptido de union a plata y el péptido de unién a silicio. En cuanto a la modificacion
quimica, puede mostrarse a modo de ejemplo una modificacién quimica que comprende la sustitucion de un
aminoacido que tiene un grupo funcional, o modificacion quimica con el fin de formar facilmente la unién con un
ligador. Sin embargo, es preferible una modificacion que no disminuye la capacidad de unién a titanio, plata y silicio.
Por ejemplo, en cuanto a la modificacién quimica mencionada anteriormente con el fin de formar facilmente la unién
con un ligador, puede mostrarse a modo de ejemplo la unién covalente de biotina al grupo amino del péptido usando
un compuesto de éster de N-hidroxisuccinimida de biotina. Mediante la biotinilacién de péptidos, pueden prepararse
facilmente moléculas quiméricas descritas a continuacion.

En cuanto a la proteina artificial que tiene una capacidad de unién a titanio, plata y silicio, no hay ninguna limitacion
especifica siempre que comprenda un conjugado del presente péptido de unién a titanio, el presente péptido de
unién a plata, el péptido de unién a silicio con un péptido funcional o una proteina funcional. En cuanto a la funcién
de la proteina o el péptido funcional anterior, pueden mostrarse a modo de ejemplo las siguientes funciones: funcién
para formar facilmente una estructura secundaria tal como hélice a, funcién de promocion de la calcificacién, funcién
de induccién del crecimiento éseo/diferenciacién, funcién de unién a croméforo, funcion de unién a coladgeno, funcion
de adhesién celular, funcion para localizar una proteina extracelularmente, funcién para seleccionar como diana
organulos intracelulares particulares (mitocondrias, cloroplastos, RE, etc.), funcién para incrustarse en la membrana
celular, funcion para formar fibra de amiloide, funcién para formar proteina fibrosa, funcién para formar gel de
proteina, funcién para forma pelicula de proteina, funcién para formar una monocapa, funcién de autoensamblaje tal
como formar cristales bidimensionales mediante autoensamblaje, funciéon para formar particulas, funcion para
ayudar en la formaciéon conformacional de otras proteinas, funcién de antigeno que induce anticuerpos
neutralizantes tales como virus y funcion de inmunoestimulacién (Nature Medicine, 3: 1266-1270, 1997); funcion de
promocién o supresién de la proliferacion celular, funcién para reconocer especificamente células cancerosas,
funcién de transduccién de proteinas, funcion de induccién de muerte celular, funcién de expresion de residuos
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determinantes antigénicos, funcion de unién a metales, funciéon de unién a coenzimas, funcién de activacién de
catalizadores, funcion de activacion-coloracion de fluorescencia, funcion para unirse a un receptor particular y activar
el receptor, funcién para unirse a un factor particular relacionado con la sefalizacion y modulacién de la funcion, y
funcioén para reconocer especificamente biopolimeros tales como proteina, ADN, ARN, azlcar, etc. Estas proteinas
artificiales pueden prepararse uniendo directa o indirectamente un péptido funcional o una proteina funcional a un
péptido que tiene una capacidad de unién a titanio al nivel de aminoacidos o al nivel del ADN. Cuando se preparan
al nivel del ADN, tecnologia de disefio por ingenieria genética para obtener proteinas artificiales dada a conocer en
“Method for preparing high molecular microgene polymer” (patente japonesa n.® 3415995) o “Multifunctional base
sequence and artificial gene including thereof” (solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el publico n.?
2001-352990), dada a conocer por los presentes inventores.

Entre los péptidos funcionales o proteinas funcionales anteriores, usando un péptido o una proteina que puede
formar un cristal bidimensional mediante autoensamblaje cooperando con un péptido que tiene una capacidad de
unién a titanio, plata o silicio, por ejemplo, es posible construir una proteina artificial que puede alinear titanio, plata o
silicio a lo largo del cristal bidimensional ordenadamente a nanoescala. En cuando a un péptido o una proteina que
puede formar un cristal bidimensional mediante autoensamblaje cooperando con un péptido que tiene una capacidad
de unidn a titanio, plata o silicio, los ejemplos incluyen virus (por ejemplo, adenovirus, rotavirus, poliovirus, HK97,
CCMV, etc.), la familia de la ferritina tal como ferritina o apoferritina, proteina DpsA o proteina MrgA. En cuanto a
otros péptidos o proteinas que pueden formar un cristal bidimensional mediante autoensamblaje, pueden mostrarse
a modo de ejemplo proteinas artificiales con repetibilidad potenciada, disefiadas artificialmente. Ademas, en cuanto
a un método para preparar un cristal bidimensional de proteina, puede mostrarse a modo de ejemplo un método que
comprende las etapas de desarrollar la disolucién de proteina sobre una superficie de agua con monocapa, y
adsorber sobre una placa soélida.

Ademas, entre el péptido funcional o la proteina funcional anterior, por ejemplo usando un péptido o una proteina
que comprende una secuencia peptidica que tiene una actividad de reconocimiento celular tal como actividad de
adhesién celular, puede obtenerse una proteina artificial con actividad conjugada para reconocer titanio, plata o
silicio, y células simultdneamente. En cuanto al péptido o proteina que comprende una secuencia peptidica que tiene
una actividad de reconocimiento celular tal como actividad de adhesion celular, los ejemplos incluyen diversos
ligandos, anticuerpos monoclonales o regién variable de los mismos, anticuerpo de cadena sencilla etc., y ademas,
proteinas artificiales que comprenden un péptido que tiene actividad de adhesién celular, no limitada a proteinas
naturales, tal como se mencion6 anteriormente.

En cuanto a la proteina quimérica que tiene una capacidad de union a titanio, plata o silicio, pueden mostrarse a
modo de ejemplo moléculas quiméricas que comprenden un conjugado del presente péptido de unién a titanio, el
presente péptido de unién a plata o el presente péptido de unién a silicio, con una sustancia marcada que puede
proporcionar una sefial detectable por separado o mediante reaccion con otros materiales, o una etiqueta peptidica.
En cuanto a la sustancia marcada anterior, puede mostrarse a modo de ejemplo una enzima, sustancia fluorescente,
sustancia quimica luminiscente, radioisétopo, region Fc de anticuerpos, etc. Especificamente, los ejemplos incluyen:
enzima incluyendo peroxidasa (por ejemplo, peroxidasa del rabano), fosfatasa alcalina, p-D-galactosidasa, glucosa
oxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, penicilinasa, catalasa,
apoglucosa oxidasa, ureasa, luciferasa o acetilcolina esterasa; sustancias fluorescentes incluyendo isotiocianato de
fluoresceina, ficobiliproteina, quelato de metales de tierras raras, cloruro de dansilo o isotiocianato de
tetrametilrodamina, etc.; radioisétopos incluyendo °H, "C, "I, etc.; y sustancia quimica luminiscente. Ademas, en
cuanto a las etiquetas peptidicas, pueden mostrarse a modo de ejemplo especificamente etiquetas peptidicas
convencionalmente conocidas incluyendo etiqueta de epitopo tal como HA, FLAG, Myc; o etiqueta de afinidad tal
como GST, proteina de unién a maltosa, péptido biotinilado, oligohistidina (His). Por ejemplo, usando la afinidad de
la etiqueta de His y Ni-NTA, puede purificarse facilmente un complejo de titanio/péptido o proteina.

En cuanto a la proteina quimérica que tiene una capacidad de unién a titanio, plata o silicio, pueden mostrarse a
modo de ejemplo moléculas quiméricas que comprenden un conjugado del presente péptido de unién a titanio, el
presente péptido de unién a plata o el presente péptido de unién a silicio, con compuestos no peptidicos. Entre los
compuestos no peptidicos anteriores, en cuanto a compuestos no peptidicos de bajo peso molecular, pueden
mostrarse a modo de ejemplo especificamente fluorocromo tal como fluoresceina y rodamina, antibiéticos tales
como cloranfenicol y ampicilina. Ademas, en cuanto a compuestos no peptidicos de alto peso molecular, pueden
mostrarse a modo de ejemplo especificamente poliestireno, polipropileno, polietileno, perla de vidrio, gel de silice,
polisacaridos (incluyendo derivados), polialquilenglicol tal como polietilenglicol.

En cuanto al fago que tiene una capacidad de union a titanio, plata o silicio, no hay ninguna limitacion particular
siempre que sea un fago que expresa el presente péptido de unidn a titanio, el presente péptido de unién a plata o el
presente péptido de unién a silicio sobre la superficie de una particula. Ademas, en cuanto a los fagos que tienen
una capacidad de unién a titanio, plata o silicio, pueden obtenerse como clones de fago que se unen a titanio, plata o
silicio, separando el fago que expresa el péptido fuertemente unido a una molécula de titanio, molécula de plata o
molécula de silicio de otros grupos de fago durante el procedimiento de seleccién mencionado anteriormente.
Ademas, pueden obtenerse también integrando ADN que codifica para el presente péptido de unién a titanio, el
presente péptido de unién a plata o el presente péptido de unién a silicio en un vector de fagémido para transfectar
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células huésped tales como E. coli e infectar un fago auxiliar. En general, fagos filamentosos tales como M13 o fd
adoptan un estado de cristal liquido en un estado de alta concentracién, y adoptan una construccién de alineacion
regular. Por tanto, preparando un estado de cristal liquido del fago de péptido que reconoce titanio, puede obtenerse
una condicion en la que se alinean regularmente péptidos que reconocen titanio en una nanoescala. Poniendo en
contacto titanio, es posible alinear titanio con la capacidad de reconocimiento de titanio de los péptidos.

En cuanto al complejo de titanio, plata o silicio con un péptido, el complejo de titanio, plata o silicio con una proteina
artificial, el complejo de titanio, plata o silicio con una proteina quimérica, el complejo de titanio, plata o silicio con un
fago, los ejemplos incluyen un complejo en el que en el que el péptido mencionado anteriormente que tiene una
capacidad de union a titanio, plata o/y silicio, la proteina artificial mencionada anteriormente que tiene una capacidad
de unién a titanio, plata y/o silicio, la proteina quimérica mencionada anteriormente que tiene una capacidad de
unién a titanio, plata y/o silicio, o el fago mencionado anteriormente que tiene una capacidad de unién a titanio, plata
y/o silicio se une con titanio, plata o silicio mediante cualquier unién débil tal como unién idnica, unién electronica ,
unién de van der Waals, unién hidré6foba, etc. o combinacién de las mismas. Particularmente, el complejo de titanio-
proteina artificial puede usarse ventajosamente como material de implante, fotocatalizador, pigmento, etc.

Mediante el uso de citocinas que promueven la diferenciacién 6sea fusionandose a un péptido de unién a titanio, por
ejemplo las que unen BMP a material de implante de titanio mediante un péptido de unién a titanio, se produce una
formacion de hueso agresiva en las proximidades del implante de titanio. Por tanto, puede esperarse que la duracion
de la osteointegraciébn pueda acortarse. Ademads, usando como péptido o proteina que promueve la
biomineralizacion de hidroxiapatita fusionandose artificialmente a un péptido de union a titanio los que se unen a
material de implante de titanio mediante un péptido de unién a titanio, se promueve la calcificacion de la superficie
del implante de titanio y, por tanto, puede esperarse que la duracién de la osteointegracion pueda acortarse.
Alternativamente, usando como péptido o proteina o compuesto que tiene una actividad antibacteriana fusionandose
artificialmente a un péptido de unién a titanio los que se unen a material de implante de titanio mediante un péptido
de unién a titanio, pueden disminuirse enfermedades infecciosas durante la osteointegracién. Ademas, mediante la
unién de colageno fusionando un péptido de union a titanio a material de implante de titanio mediante un péptido de
unién a titanio, es posible construir una construccién que podria no observarse en una raiz dental artificial
convencional, justo como si se uniese fibra de colageno perpendicularmente a la raiz dental artificial. Esto imita a un
mecanismo que dispersa la fuerza que tienen los dientes originalmente cuando se aplica una fuerza intensa, y por
tanto, cuando se aplica una fuerza intensa a una raiz dental artificial, puede obtenerse una estabilidad superior en
comparacioén con la raiz dental artificial convencional.

Puesto que el péptido de unién a titanio puede unirse a plata simultdneamente, por ejemplo, productos cosméticos
en los que colageno que se fusiona a un péptido de unién a titanio se une a plata y pigmento de titanio oxidado,
pueden tener una alta actividad antibacteriana.

Segun el método para el refinamiento de una superficie de titanio usando el presente péptido de unién a titanio, el
método para el refinamiento de una superficie de titanio para formar una particula de titanio o para alinear titanio,
usando la proteina artificial unida al presente péptido de unién a titanio, el método para el refinamiento de una
superficie de titanio o para formar una particula de titanio usando la proteina quimérica unida al presente péptido de
unién a titanio, o el método para alinear titanio o para formar una particula de titanio usando el fago que expresa el
presente péptido de unién a titanio sobre la superficie de una particula, es posible mejorar la caracteristica de una
superficie de titanio o la propiedad fisica del titanio, y particularmente, seria posible el desarrollo de un dispositivo a
nanoescala con el modelado del titano oxidado usando la capacidad de autoensamblaje de la proteina.

Ademas, segun el método para el refinamiento de una superficie de silicio o una superficie de plata, o para formar
una particula de plata o una particula de silicio, usando el presente péptido de union a plata o el presente péptido de
unién a silicio, o el método para el refinamiento de una superficie de silicio o una superficie de plata, o para formar
una particula de plata o una particula de silicio, o para alinear plata o silicio, usando la proteina artificial unida con el
presente péptido de unién a plata o el presente péptido de union a silicio, o el método para el refinamiento de una
superficie de plata o una superficie de silicio, 0 para formar una particula de plata o una particula de silicio, usando la
proteina quimérica unida con el presente péptido de unién a plata o el presente péptido de unién a silicio, o el
método para formar una particula de plata o una particula de silicio o para alinear plata o silicio, usando el fago que
expresa el presente péptido de unién a plata o el presente péptido de unidn a silicio sobre la superficie de una
particula, es posible mejorar las caracteristicas de una superficie de plata o una superficie de silicio o las
propiedades fisicas de plata/silicio.

En particular, mediante el refinamiento de una superficie de titanio, una superficie de plata o una superficie de silicio,
es posible conferir capacidad de biomineralizaciéon que forma minerales (compuestos inorganicos) dentro y fuera del
propio organismo vivo.

Ademas, usando el presente péptido de union a titanio, el presente péptido de unién a plata o el presente péptido de
unién a silicio como sonda de microscopio de fuerza atémica (MFA), es posible realizar el andlisis de una superficie
de material so6lido en una disolucién acuosa. Por ejemplo, el presente péptido de unién a titanio, o una proteina
artificial/proteina quimérica que se fusiona a un péptido de unién a titanio se fija a la sonda del microscopio de fuerza
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atdbmica mediante por ejemplo unién a oro/tiol. Aproximando la sonda al sustrato de titanio/plata/silicio, se genera
una interaccion entre el péptido de unién a titanio y el sustrato y se interrumpe la interaccién separando la sonda. La
tension asi generada puede medirse. Ademas, explorando la sonda bidimensionalmente, puede realizarse el mapa
de fuerzas que tiene la fuerza de unién de la superficie del sustrato y el péptido de unién a titanio como un indice.
Segun el mapa de fuerzas realizado, es posible seleccionar una amplia variedad de materiales y superficie de cristal
que son apropiados para el modelado.

A continuacion, la presente invencion se explicara en detalle, con referencia a los ejemplos, pero el alcance técnico
de la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

(Ejemplo 1)

Se pusieron 10 mg de particula de titanio con un didametro de particula de 150 uM (Sumitomo Titanium Corporation,
Hyogo) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, y se lavaron dos veces con una disolucién de 500 ul de tampdn
tris(hidroximetil)aminometano 50 mM (a continuacién en el presente documento denominado tris (Kishida Chemical
(Osaka)) HCI pH 7,5; 150 mM de disolucién de cloruro de sodio (Wako Pure Chemicals, Osaka) (a continuacion en el
presente documento denominada TBS) complementada con albumina sérica bovina al 0,1% (a continuacion en el
presente documento denominada BSA), monolaurato de polioxietilensorbitano al 0,1% (a continuacion en el presente
documento denominado Tween-20 (Sigma, St. Louis)). Se realiz6 el lavado de las particulas de titanio mediante
centrifugacién con una centrifuga de sobremesa H1300 (Kokusan) a 13.000 rpm, 5 s, para precipitar las particulas
de titanio y eliminar el sobrenadante. Tras lavar, con el fin de bloquear la adsorcién no especifica del fago, se agité
la mezcla mediante rotacion con 1 ml de la misma disolucion durante 30 min. a temperatura ambiente usando un
agitador rotatorio RT-50 (Taitec).

Centrifugando con una centrifuga de sobremesa H1300 (Kokusan) a 13.000 rpm, 5 s, se precipitaron las particulas
de titanio, se elimind el sobrenadante y entonces se afiadieron 1 ml de TBS que contenia la biblioteca de fago de
expresion de péptido, la biblioteca D12 que expresaba péptido al azar lineal de 12 residuos (New England Biolabs,
Beverly), 17 X 10'" unidades formadoras de placa (a continuacion en el presente documento denominadas ufp) o la
biblioteca C7C que expresaba péptido al azar ciclico de 7 residuos (New Engand Biolabs) 2,0 X 10" ufp, BSA al
0,1% vy disolucion de Tween-20 al 0,1%, y se agitaron mediante rotacion durante 2 horas, a temperatura ambiente
con un agitador rotatorio RT-50.

Centrifugando con una centrifuga de sobremesa H1300 (Kokusan) a 13.000 rpm, 5 s, se elimind el sobrenadante, y
se lavo el resultado 10 veces con 1 ml de TBS, disolucién de Tween-20 al 0,1%. Se realizé el lavado centrifugando a
8000 X g, 5 s, precipitando las particulas de titanio. Tras eliminar la disolucién de lavado, se anadié 1 ml de tampén
glicina 0,2 M (Wako Pure Chemicals), HCI pH 2,2 y se agité mediante rotaciéon durante 10 min. a temperatura
ambiente con un agitador rotatorio RT-50 (Taitec) para eluir el fago unido a titanio. Se precipitd el titanio mediante
centrifugacioén, y se transfirié el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 ml separado. Entonces, se anadieron
150 pl de tampén tris/HCI 1 M pH 9,1 para neutralizar, y se midi6 el titulo de fagos en la disolucion (capacidad de
formacion de placas por disolucion unitaria) segun un procedimiento comun (Molecular Cloning tercera edicion, Cold
Spring Harbor Laboratory Press).

Se infect6 el eluato de fago obtenido mediante la operacién anterior en la cepa ER2738 de E. coli [F’lacl®A (lacZ)
M15proA*B*zzf : : Tn10 (TetT) fhuA2 supE thiA (lac- proAB) A (hsdMS- mcrB) 5 (i« ‘mx ‘McrBC') ] en fase de
crecimiento logaritmica en 20 ml de medio LB, se agit6 agresivamente a 37°C con un incubador con agitacion (BR-
40 LF, Taitec) y se incub6 durante 6 horas. Se transfirié la disolucion de cultivo infectado con fago a un tubo de
centrifuga (50 ml, Beckman, California) y, con una centrifuga Beckman (Beckman, rotor JA-12), se centrifugé el
resultado dos veces a 4°C, 10 min., a 10.000 rpm, y se realiz6 dos veces la operacion para eliminar la cepa ER2738.
Entonces, se transfirio la disolucion de fagos del sobrenadante a otro tubo. A la disolucién de fagos, se le afadieron
3,5 ml (1/6 de la cantidad) de disolucién de polietilenglicol 6000 al 20% (a continuacién en el presente documento
denominado PEG6000, Fluka, Bucks), NaCl 2,5 M. Se agit6 la mezcla bien con una mezcladora de tubos de ensayo
TM252 (lwaki), y se incub6 a 4°C durante 12 horas, para precipitar los fagos.

Se centrifugaron los fagos precipitados con una centrifuga Beckman a 4°C, durante 10 min., a 10.000 rpm y se
recuperaron. Se centrifugaron adicionalmente los precipitados de fagos a 4000 rpm durante 1 min., y se elimind
completamente el poco sobrenadante restante. Se afiadid6 1 ml de TBS a los precipitados de fagos obtenidos, se
enfriaron sobre hielo y se suspendieron suavemente los fagos. Se transfirid la suspension de fagos a un tubo
Eppendorf de 1,5 ml, se centrifugd con una microcentrifuga de alta velocidad (AT2018M Roter, Kubota) durante
5 min., a 15.000 rpm. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo separado y se eliminaron los residuos no suspendidos.
Se anadieron de nuevo 200 ul de disolucién de PEG6000 al 20%, NaCl 2,5 M a la disolucién de fagos, y se agitd
bien la mezcla con una mezcladora y se incub6 sobre hielo durante 1 hora, para precipitar los fagos. A continuacién,
se centrifug6 el resultado con una microcentrifuga de alta velocidad durante 10 min., 15.000 rpm y se recogieron los
precipitados de fagos. A los precipitados de fagos obtenidos, se le afadieron 200 ul de azida de sodio al 0,02%
(Wako Pure Chemicals, Osaka), TBS para lograr una suspensién completa. Se eliminaron los residuos no
suspendidos mediante centrifugacion con una microcentrifuga de alta velocidad durante 5 min., a 15.000 rpm. Se
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calculd el titulo de la disolucion de fagos concentrada obtenida.

Una serie de operaciones que comprenden la uniéon de un fago a una molécula diana (para este caso, titanio), el
lavado, la recogida, la proliferacion mediante E. coli, tal como se menciond anteriormente, se denominan operacion
de cribado. Repitiendo la operacién de cribado, es posible concentrar un clon de fago que se une fuertemente de
manera especifica a una molécula diana. En este caso, tras la primera operacion de cribado, se repitieron las
operaciones de cribado segunda y siguientes que incluian la unién a titanio, el lavado, la recogida y la proliferacién
usando fagos una vez proliferados con E. coli. Lo siguiente era diferente para la condicion experimental para la
operacion de cribado tras la segunda vez, en comparacién con la 12 operacién. En otras palabras, el titulo de fago
que va a anadirse en la operacion de cribado segunda y S|gwentes se preparo para que fuese de: 2,0 X 10'' para
ambas blblloteca D12/biblioteca C7 para la 22 vez; 2,0 X 10'° para ambas biblioteca D12/biblioteca C7C para la 32
vez; 4,3 X 10° para la biblioteca D12y 2,0 X 10" para la biblioteca C7C para la 42 vez. Se prepard la concentracion
de la disolucién en la que se suspende el fago concentrado, la disolucién de reaccion de titanio y Tween-20 en la
disolucién de lavado para que fuese del 0,1%, el 0,3% y el 0,5% para la operacion de cribado 22, 32, 42
respectivamente.

Se muestra el cambio de la razén de titulo de entrada (titulo de fago afiadido a una molécula diana) y el titulo de
salida (titulo de fago eluido de la molécula diana tras lavar) del experimento de cribado usando la biblioteca D12 en
la figura 1. Ademas, se muestra la razén de cambio del titulo de entrada y el titulo de salida del experimento de
cribado en la biblioteca C7C en la figura 2.

Se clonaron los fagos obtenidos en la 32 ronda en la biblioteca D12 y la biblioteca C7C segun un procedimiento
comun (Fago Display A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001) y se determiné la secuencia
de bases del parte peptidica expresada. Se realiz6 la determinacion de la secuencia de bases mediante el método
de terminacion de didesoxi (kit CEC DTCS Quick start, Beckman, California) usando un cebador correspondiente a
una cadena complementaria de una secuencia de bases ubicada 96 bases en el sentido de 3’ de la region peptidica
expresada [cebador de secuenciacion -96glll (5 °CCCTCATAGTTAGCGTAACG- -3') (SEQ ID NO: 39), NEB,
Beverley]. Para la electroforesis de los productos de reaccion y el analisis de datos, se us6 un autosecuenciador
capilar (CEQ2000, Beckman).

Se muestra la secuencia peptidica expresada estimada a partir de las secuencias de ADN determinadas en la figura
3 para la biblioteca D12 (SEQ ID NO: 3, 16 a 24) y en la figura 4 para la biblioteca C7C (SEQ ID NO: 25 a 38),
respectivamente.

En cuanto a la secuencia peptidica que expresa el fago e3-2-3 obtenido a partir de la biblioteca D12,
RKLPDAPGMHTW (SEQ ID NO: 3), entre los 43 clones examinados, habia 33 que tenian la misma secuencia. Uno
de los motivos por los que un clon de fago particular se convierte en mayoritario en el grupo es que el clon de fago
tiene una fuerte capacidad de unién a la molécula diana.

Se clonaron los péptidos de expresion de fagos mostrados en la figura 3 (SEQ ID NO: 3, 16 a 24) y la figura 4 (SEQ
ID NO: 25 a 38) y se evalu6 la capacidad de union a titanio en una condicion clonada tal como sigue.

(Ejemplo 2)

Usando el clon de fago obtenido en el ejemplo 1, se evalué la capacidad de union a titanio mediante el siguiente
experimento. Se realiz6 el mismo método que para la operacion de cribado mostrada en el ejemplo 1. La diferencia
con el ejemplo 1 es que el tiempo de agitacion del titanio y el clon de fago era de 1 hora; la concentracion de Tween
20y la concentramon de BSA en cada disolucion era del 0,5% y el 1%, respectivamente, y que el titulo del fago
afadido era de 10° ufp para el clon de D12 y de 10" ufp para el clon de C7C. Se muestra la capacidad de unién de
titanio de cada clon de fago en la figura 5.

(Ejemplo 3)

En cuanto al clon fuertemente unido particularmente con titanio (que expresa el péptido de SEQ ID NO: 3), se
examin6 la forma de union de la superficie de titanio y el fago, midiendo con QCM-D300 (Q-sense AB, Gotemburgo),
que es un dispositivo para la cuantificacién de la interaccion con una microbalanza de cristal de cuarzo.

Para una microbalanza de cristal de cuarzo, se us6 un sensor de titanio que es una parte genuina de QCM-D300. Se
fijo la temperatura a 24,99°C, y el valor de medicion real era de aproximadamente 24,68°C a 24,70°C. Se midié en
una condicion de bloqueo del sensor con BSA, y en una condicion sin bloqueo. Cuando no se realiza el bloqueo con
BSA, tras medir el valor patrén con TBS, se midié de manera continua la disolucién de fago ajustada de modo que el
titulo de fago es de 10" ufp/ml. Cuando se realiza el bloqueo con BSA, tras medir el valor patrén con TBS, se realiz
el bloqueo incubando durante aproximadamente 10 min. con TBS, BSA al 0,1%, y tras lavar de nuevo migré6 BSA
con TBS, se midi6 de manera continua la disolucion de fago de modo que el titulo de fago es de 10" ufp/ml. Se
muestran los resultados en la figura 6.
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A partir de los resultados mostrados en la figura 6, queda claro que el clon de fago se une al sensor a partir del
cambio de frecuencia, en ausencia de BSA. Sin embargo, y ya que la viscoelasticidad no aumentaba
significativamente, se estima que el fago se une fuertemente a la superficie de titanio horizontalmente, tal como se
muestra en la figura 7 (parte inferior). Por otro lado, cuando se bloquea el sensor con BSA, puede observarse que la
cantidad de fago que se une al sensor es pequena a partir del pequefio cambio de la frecuencia, mientras que la
viscoelasticidad aumenta significativamente. Estos resultados sugieren que, tal como se muestra en la figura 7 (parte
superior), el fago se une a la superficie de titanio en su mayor parte en la regién de péptido de expresion, y que
existen otras particulas de fago en la disoluciéon, que no estan unidas a titanio. Sin embargo, en cuanto al fago
control, se observa adsorcién no especifica a la superficie de titanio en ausencia de BSA de la misma manera,
mientras que no se observa el aumento de la viscoelasticidad cuando se bloquea con BSA.

(Ejemplo 4)

Para el clon fuertemente unido particularmente con titanio (SEQ ID NO: 3) en el ejemplo 2, se prepararon mutantes
puntuales sustituyendo con alanina que tiene sélo un grupo metilo en la cadena lateral y se examiné el cambio de la
capacidad de unién a titanio para cada fago mutante. Puesto que el mutante puntual comprende alanina en la 62
posicién en la secuencia expresada, se prepararon mutantes para todos los residuos excepto para el 6° residuo. Se
realizé la preparacién de mutantes puntuales mediante el método de Kunkel (Molecular Cloning tercera edicion, Cold
Spring Harbor Laboratory Press). Se muestran los ADN sintéticos usados para preparar mutantes puntuales en la
figura 8 (SEQ ID NO: 40 a 50). Se confirmd la introduccién de la mutacion puntual determinando la secuencia de
ADN del ADN del fago. Se realiz6 la secuenciacion del ADN de la misma manera que en el ejemplo 1. Se midi6 la
capacidad de uni6n a titanio de los mutantes puntuales obtenidos mediante el método mostrado en el ejemplo 2,
ajustando la cantidad de fago afiadida a 10" ufp. Se mostr6 la capacidad de unidn a titanio de cada mutante puntual
en la figura 9.

A partir de los resultados mostrados en la figura 9, puede suponerse que la carga de la cadena lateral de la 12
arginina y el 52 4cido aspartico desempefian un papel importante para la unién con titanio. Ademas, a partir de los
resultados del mutante de la 42 prolina, se sugiere que la curvatura de la cadena principal del péptido en la 42 prolina
es muy importante.

(Ejemplo 5)

A partir de los resultados del ejemplo 4, los importantes para la unién al titanio se concentran en la parte amino-
terminal de SEQ ID NO: 3. Por tanto, se prepararon mutantes en los que se delecionan del 7° al 12° del lado
carboxilo-terminal y se examiné el cambio de la capacidad de union a titanio. Ademas, se prepard un mutante de
delecion similar para un mutante cuya capacidad de union aumentaba en el ejemplo 4, en el que la 22 lisina se
sustituye por alanina y se examiné el cambio de la capacidad de union a titanio.

Se prepararon los mutantes de delecién mediante el método mostrado esquematicamente en la figura 10. Se
prepard ADN bicatenario de cada clon de fago (a continuacion en el presente documento denominado RF) usando el
kit QIAGEN. Se realiz6 PCR preparando el RF obtenido como una matriz. Al cebador usado (figura 8, SEQ ID NO:
51 a 53), se le anadi6 una secuencia de poli G de 3 residuos al lado 5’-terminal de modo que es posible la escision
con BamHI y el sitio de escision de BamHI de la enzima de restriccion en el lado 5’-terminal. En cuanto al reactivo,
se us6 el sistema de PCR Expand™ Long Template (Boehringer), y se realiz6 la reaccion con 100 pl de disolucién
que comprende 1 ul de polimerasa, 10 pl de 10 X disolucion tampén 2 unida, 8 pl de dNTP 2,5 mM, 1 ul de cada uno
de cada cebador 100 pmol/ul y 0,5 ul de RF. Se realizé la reaccién de PCR durante 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a
60°C, 6 min. a 72°C. Ademas, antes del ciclo, se realiz6 un precalentamiento de 5 min. a 94°C, y después del ciclo,
se incubd la mezcla durante 7 min. a 72°C. Tras la reaccion de PCR, se separ6 el producto mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%, y se cort6 bajo UV la banda de alrededor de 7 kb que es del tamafio previsto y, usando el
kit Geneclean Il (Funakoshi), se purifico la banda segun el protocolo adjunto. Se incubd el ADN purificado a 30°C
durante 2 horas con la enzima de restriccion BamHI (Boehringer). Entonces, se inactivé BamHI mediante
precipitacion con etanol para dar ADN seco. Se disolvié el ADN secado en 4 ul de agua estéril y 5 ul de 2x tampoén
de ligamiento (Promega). Entonces, se afiadi6 1 ul de ADN ligasa de T4 (Roche), se realizd la reaccion de
ligamiento a temperatura ambiente durante 30 min. para lograr el cierre del anillo. A la disolucion de reaccién, se le
anadieron 100 pl de células competentes de la cepa ER2738 de E. coli descrita en el ejemplo 1, se dejé reposar la
mezcla sobre hielo durante 30 min., y tras afadir un choque térmico de 42°C durante 40 s, se puso inmediatamente
sobre hielo durante 3 min. Entonces, se afadieron 800 pl de medio SOC, se cultivo agitando agresivamente durante
3 horas a 37°C. Entonces, se mezclaron 1, 10, 100 pl con 200 ul de la cepa ER2738 en fase de crecimiento
logaritmica, y se dej6 reposar durante 5 min. Después de eso, se clond el resultado segin un procedimiento comun
(Molecular Cloning tercera edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Se confirmé la introduccion de la delecion
secuenciando la secuencia de ADN del fago. Se realizd la secuenciacién del ADN de la misma manera que en el
ejemplo 1. Se midi6 la capacidad de union a titanio de los mutantes puntuales obtenidos mediante el método
mostrado en el ejemplo 2, ajustando la cantidad de fago afiadida a 10'® ufp. Se muestra la capacidad de unién a
titanio de ambos mutantes de delecién en la figura 11. A partir de la figura 11, se ha revelado que el clon de fago que
expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 1 que se une a titanio se une con la misma fuerza para la 12 a la 62 en
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la primera parte.

(Ejemplo 6)

A partir del resultado del ejemplo 4, se ha revelado que la carga positiva de la cadena lateral de la primera arginina
de SEQ ID NO: 1 desempefia un papel importante en la unién a titanio. Sin embargo, ya que la arginina esta ubicada
en el extremo amino-terminal, tiene un grupo amino cargado positivamente en el extremo de la cadena principal.
Con el fin de investigar la posibilidad de que la carga positiva funcione cooperando con la carga positiva de la
cadena lateral, se preparé un mutante de insercion en el que se introduce alanina antes de la arginina y se examin6
la influencia en la capacidad de unién a titanio.

Se realiz6 la preparacién del mutante de insercién mediante el mismo método que en el ejemplo 4, excepto por la
condicion de apareamiento. Se realiz6 el apareamiento a 85°C durante 10 min., a 48°C durante 15 min., y entonces
se apago el interruptor del bloque de calor (ALB121, IWAKI) y se dej6 hasta que se enfri6 hasta temperatura
ambiente. Se muestra la secuencia del cebador usado (SEQ ID NO: 54) en la figura 8. Se confirm¢ la introduccién
de la mutacién de inserciéon secuenciando la secuencia de ADN del fago. Se realiz6 la secuenciacion del ADN de la
misma manera que en el ejemplo 1. Se midié la capacidad de unién a titanio del mutante de insercién obtenido
seguin el método mostrado en el ejemplo 2 ajustando el nivel de fago afadido a 10'° ufp. Se muestra la capacidad de
unién a titanio del mutante de insercién en la figura 11.

Los resultados del ejemplo 6 muestran que no siempre es necesario que la arginina esté en la cabeza para la unién
de SEQ ID NO: 15 a titanio. Esto es un importante conocimiento que muestra que cuando se prepara una proteina
quimérica, proteina artificial o péptido sintético que se une a titanio, no hay ninguna limitacion para la colocacion de
SEQID NO: 16 3.

(Ejemplo 7)

A partir de los resultados de los ejemplos 3 a 6, puede estimarse que el clon de fago que expresa un péptido
mostrado en SEQ ID NO: 3 se une a un grupo hidroxilo unido a un atomo de titanio, que esta cargado. Por tanto,
para aumentar los grupos hidroxilo que se unen a la superficie de titanio, se examina la capacidad de unién de un
clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 3, a particulas de titanio tratadas con peréxido de
hidrégeno.

Se pusieron 10 mg de particulas de titanio (diametro de particula por debajo de 150 mm; Sumitomo titanium) en un
tubo Eppendorf, se afadié 1 ml de peréxido de hidrégeno al 3% (Wako Pure Chemical). Se incubd la mezcla a
120°C, 80°C, temperatura ambiente (TA) durante 1 hora, respectivamente y se lavo dos veces con TBS. Se midi6 la
capacidad de unién del clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 3 mediante el método
mostrado en el ejemplo 2, ajustando la cantidad de fago afiadida a 10'® ufp. Se muestra la influencia del tratamiento
con peroéxido de hidrogeno sobre la capacidad de unién del fago en la figura 12.

A partir de los resultados del ejemplo 7, se revela que mediante el tratamiento con perdxido de hidrégeno, puede
aumentarse el nivel de unién del clon de fago que expresa un péptido mostrado en SEQ ID NO: 3. Por tanto,
cambiando la condicion de la superficie de titanio, se sugiere la posibilidad de controlar el nivel de unién de fago.

(Ejemplo 8)

Para investigar la especificidad de union del clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 a material metalico, en 10 mg de cada uno de oro (pureza > 99,9%,
diametro de particula < 150 um)/plata (pureza > 99,9%, diametro de particula < 75 um)/cobre (pureza >99%,
diametro de particula 75 - 150 um)/platino(pureza > 99,9%, diametro de particula < 75 um)/hierro (pureza > 99,9%,
didametro de particula < 150 um)/estano (pureza > 99,9%, didmetro de particula < 150 pum)/zinc (pureza > 99,9%,
didmetro de particula < 150 um)/cromo (pureza > 98%, diametro de particula > 10 um)/cobalto (pureza > 99%,
didametro de particula < 75 pum)/silicio (pureza > 99%, didametro de particula < 150 um) (Kojundo Chemical Lab.,
Saitama), se examin6 la capacidad de unién a cada metal mediante el mismo método del ejemplo 2, usando
10" ufp/ml de clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 3. Se muestran los resultados en la figura 13. A partir de los resultados mostrados en la figura 13, se ha
revelado que el clon de fago que expresa un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2 se une no solo a titanio, sino también a plata o silicio.

(Ejemplo 9)

Con el fin de confirmar si la forma de unién a plata o silicona, y la especificidad de secuencia del clon de fago que
expresa un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 son similares que en
el caso de la union a titanio, se examiné la capacidad de unién del fago mutante sustituido con alanina de SEQ ID
NO: 4, 5, 7, 8 usado en el ejemplo 4 a plata/silicio mediante el método mostrado en el ejemplo 2. Se muestran los
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resultados en la figura 14. A partir de los resultados mostrados en la figura 14, la influencia de cada sustitucion con
alanina sobre la capacidad de unién a plata/silicio mostraba la misma tendencia que para el titanio. A partir de este
resultado, se sugirié que el clon de fago que expresa SEQ ID NO: 3 se une a plata/silicona con el mismo mecanismo
molecular y especificidad de secuencia que cuando se une a titanio.

(Ejemplo 10)

Con el fin de confirmar si el péptido sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 3 se une a una superficie de titanio, se examind la capacidad de unién de los péptidos sintéticos que
comprenden una secuencia de aminocidos mostrada en SEQ ID NO: 3 a particulas de titanio. Se pusieron 10 mg
de particulas de titanio usadas en el ejemplo 1 en un tubo Eppendorf, se lavaron dos veces con HEPES-NaOH
50 mM, NaCl 150 mM. Entonces, se afadieron 100 ul de 5 a 40 uM de los péptidos sintéticos de SEQ ID NO: 3, y se
agité la mezcla mediante rotacion usando un agitador rotatorio RT-50 (Taitec) a temperatura ambiente durante
2 horas. Centrifugando con una centrifuga de sobremesa H-1300 (Kokusan, Tokio), a 13.000 rpm, durante 5 s., se
elimin6 el sobrenadante, se mezcld con fluoroaldehido (Pias Rockford, lllinois), y usando un espectrofluorometro
(Nippon Bunko, Tokio), a una longitud de onda de excitacion de 342 nm, una longitud de onda de fluorescencia de
437 nm, se calcul6 el nivel de union a titanio a partir de la concentracién de péptido del sobrenadante. Se calcul6 el
area superficial relativa del titanio a partir de la densidad y el didametro de particula medio. Ademas, se examind la
capacidad de unién del péptido sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2
a silicona/estafo usado en el ejemplo 13 mediante el mismo método. Se realizé un ajuste con la isoterma de
adsorcion de Langmuir en los resultados obtenidos, y se muestran en la tabla 1 el nivel de adsorcién
maximo/constante de disociacion obtenidos.

(Tabla 1)
Kd (uM) gm (mol/m?)
Ti 11,1+2,8 25+0,3X10°
Si 13,2+ 4,0 21+0,3X107
Sn ND ND
(Ejemplo 11)

La mayoria de las veces, los péptidos que se unen a materiales inorganicos tienen una capacidad de
biomineralizacion del material diana. Por tanto, se examiné la capacidad de biomineralizaciéon de plata del péptido
sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 mediante el siguiente método. A
de 0,1 a 0,4 mM de péptido sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3
disuelto en TBS, se le afiadié disolucion de nitrato de plata acuosa de modo que la concentracién final era de
0,1 mM. Entonces se incub6 la mezcla durante 48 horas a 25°C, y se recuper6 la plata generada mediante
centrifugacién. Se lavé bien la plata recuperada con agua destilada, y se observé con microscopia electronica de
transmisién. Se muestran los resultados en la figura 15. A partir de los resultados mostrados en la figura 15, puede
observarse que se generaban particulas cristalinas con un tamafno de aproximadamente 500 nm a partir del péptido
sintético que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

(Ejemplo 12)

Se examiné la capacidad de biomineralizacion de silicio del péptido sintético que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 mediante el siguiente método. A de 2 a 12 mg/ml de péptido sintético que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3 disuelto en TBS o PBS, se le anadié 1/10 de
volumen de tetrametoxisilano (Shin-Etsu Chemical, Tokio) diluido con HClI 1 mM de modo que la concentracion final
era de 0,1 M, se dej6 reposar durante 5 min. a temperatura ambiente. Entonces, se recuperé la silice generada
mediante centrifugacion. Se lavo bien la silice recuperada con agua destilada, y se disolvi6 mediante incubacién con
20 wl de NaOH 0,5 N, a 98°C durante 30 min. A 250 pl de disolucién diluida hasta de 100 a 500 veces con agua
destilada, se le afnadieron 10 pl de &cido sulfurico diluido 10 veces para medir el metal toxico, 10 ul de disolucion de
molibdato de amonio al 10%. Se incubé la mezcla a 25°C durante 10 min., y se determind el nivel de silice generado
a partir de una densidad 6ptica a 385 nm. Se muestran los resultados en la figura 16. Se muestra la morfologia de la
silice generada observada mediante microscopia electrénica de transmision y microscopia electronica de barrido en
la figura 17. A partir de estos resultados, se ha revelado que el péptido sintético que comprende una secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 3 tiene una capacidad de biomineralizacién de particulas de silice.

(Ejemplo 13)

Con el fin de mostrar que la proteina de fusiéon que tiene una secuencia peptidica que comprende una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 adquiere una capacidad de unién a titanio, se preparé una proteina de
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fusion fusionando SEQ ID NO: 1 a proteina ferritina (a continuacion en el presente documento, TBF). Se realiz6 la
construccion del plasmido para expresar TBF mediante el método mostrado esquematicamente en la figura 18. En
otras palabras, en cuanto al vector de expresién de ferritina recombinante fusionada a péptido que comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, se prepar6 tal como sigue: se escindié vector de expresion
de ferritina recombinante de caballo, pMK2/ferritina, con las enzimas de restriccion BamHI y Sacl; se introdujeron
ADN sintéticos apareados mostrados en SEQ ID NO: 55 y 56 y se escindié con BamHI. Se introdujo en el mismo un
fragmento de ADN corto generado cuando se escinde pMK2/ferritina con BamHI.

Se transfecto el plasmido de expresion de TBF construido en la cepa XLI-blue de E. coli segun un procedimiento
comun (Molecular Cloning tercera edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Se cultivaron previamente las
cepas transfectadas en 5 ml de medio LB que contenia carbenicilina 100 pg/ml durante de 16 a 20 horas, a 37°C, se
subcultivaron en 500 ml de medio LB que contenia carbenicilina 100 ug/ml y se cultivaron adicionalmente a 37°C
durante de 16 a 18 horas. Tras recoger E. coli mediante centrifugacién, se lavaron las cepas con tampén Tris HCI
50 mM pH 8,0, y se dispersaron bien con 20 ml de Tris HCI 50 mM pH 8,0 por 1 litro de cepa cultivada. Entonces, se
homogeneizé el resultado con un homogeneizador ultrasénico Sonifer 250 (Branson, Danbury, Connecticut),
micropunta, potencia 7, ciclo de servicio del 50%, durante 2 min. Después de eso, se repitid la operacién de
enfriamiento con hielo, homogeneizacion de 2 min., enfriamiento con hielo, y se homogeneizaron bien las cepas.
Tras la homogeneizacion, se recuperaron fracciones solubles mediante centrifugacién, se pusieron en un bafo a
70°C durante 15 min., se dejaron reposar a temperatura ambiente para que se enfriasen gradualmente y se recuperd
el sobrenadante mediante centrifugacion. Se purificd la disolucion recuperada mediante cromatografia en columna
usando Q-Sepharose HP (Amersham, Piscataway, Nueva Jersey), un portador de intercambio aniénico. Se evalu6
TBF mediante gradiente de cloruro de sodio de 0 a 400 mM. Se concentr6 la TBF eluida mediante ultrafiltracion, y
entonces se recuperd un pico de elucién de 24 meros de TBS mediante cromatografia de filtracion en gel usando
Sephacryl S-400 (Amersham, Piscataway, Nueva Jersey) como resina.

Se midi6 la capacidad de unién a titanio de esta TBF mediante QCM usado en el ejemplo 3. Como control, se
examino la contribucién de la unién a titanio de proteina distinta de SEQ ID NO: 1, la unién a titanio de proteina
ferritina recombinante (fer 0) que no comprende un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 1. Se muestran los resultados en la figura 19. A partir de los resultados mostrados en la figura 19, se
ha revelado que TBF se une mas fuertemente a titanio que fer 0, y que la afinidad por titanio de la proteina de fusion
que contiene un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 aumenta
significativamente.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un complejo de titanio que puede usarse ventajosamente, por ejemplo, en el
campo médico que comprende un material de implante de titanio que acorta el periodo de osteointegracién, un
material de implante de titanio con alta resistencia a la infeccién bacteriana imitando a los dientes, o un material de
titanio oxidado con actividad fotocatalitica que puede usarse en la regién de luz visible, en nanobiotecnologia,
ingeniaria de materiales, semiconductores, agentes médicos y productos cosméticos.

Lista de secuencias

<110> Japan Science and Technology Agency
<120> Péptido que tiene la capacidad para unirse a la superficie de titanio, plata, silicio
<130> N051-01PCT

<150> Documento JP2003-282509

<151> 30-07-2003

<160> 56

<170> PatentlIn versién 3.1

<210> 1

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> delta7-12

<400> 1

Arg Lys Leu Pro Asp Ala

1 5
<210>2

<211>6

<212> PRT

<213> Attificial
<220>

<223> K2A-delta7-12
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<400> 2
Arg Ala Leu Pro Asp Ala

1 5
<210> 3

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-2-3

<400> 3

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

1 5 10
<210> 4

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> R1A

<400> 4

Ala Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

1 5 10

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> K2A

<400> 5

Arg Ala Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

1 5 10

<210>6

<211>12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> L3A

<400> 6

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

1 5 10
<210>7

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> P4A

<400>7

Arg Lys Leu Ala Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

i 5 10
<210>8

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> D5A

<400> 8

Arg Lys Leu Pro’'Ala Ala Pro Gly Met His Thr Trp

| 5 10
<210>9
<211>12
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<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> P7A
<400>9

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Ala Gly Met His Thr Trp

1 5 10
<210> 10

<211>12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> G8A

<400> 10

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Ala Met His Thr Trp

1 5 10
<210> 11

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> M9A

<400> 11

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Ala His Thr Trp

1 5 10
<210> 12

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> H10A

<400> 12

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met Ala Thr Trp
1 5

10
<210> 13
<211>12
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223>T11A
<400> 13

Arg Lys Leu Pro-Asp Ala Pro Gly Met His Ala Trp

1 5 10
<210> 14

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223>W12A

<400> 14

Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Ala

1 5 10
<210> 15

<211> 13

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Inserto de Ala

<400> 15
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Ala Arg Lys Leu Pro Asp Ala Pro Gly Met His Thr Trp

| 5 10
<210> 16

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-2-2

<400> 16

Leu Asp Thr Thr Gln Val Ser Gly Pro Met Ser Ser

1 5 10

<210> 17

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-2-5

<400> 17

Ser Tyr Arg Leu Pro Val Tyr Leu His Ala Leu Leu

1 5 10
<210> 18

<211>12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> e3-2-8

<400> 18

Ser Asp Pro Gin Gln Asp Trp Arg Arg Thr Thr Pro
1 5 10

<210>19

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> e3-2-12

<400> 19

Leu Pro Ser GIn Leu Leu Ser Gin Val Gln Leu Thr

1 5 10
<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-2-19

<400> 20

Leu Cys Ala Gln Gln Thr Thr Ser Val His Pro Pro

1 b 10
<210> 21

<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-2-21

<400> 21

Met Gin Met Glu Gly Lys Pro Thr Leu Thr Leu Arg

1 5 10
<210> 22
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<211>12
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> e3-2-29
<400> 22

Ser Thr Leu Lys Gln Pro Ile Gln Leu Leu Ala Gln

| 5 10
<210> 23

<211>12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> e3-2-43

<400> 23

Ser Cys His Val Trp Tyr Asp Ser Cys Ser Ser Pro
1 5 10

<210> 24
<211>12
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> e3-2-55
<400> 24

Gln Asp Met Ile Arg Thr Ser Ala Leu Met Leu Gln

1 5 10
<210> 25
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223> e3-4-2
<400> 25

Cys Thr Ser Pro Thr éer Val Asp Cys

1 5
<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> e3-4-3
<400> 26

Cys Thr Pro Ser Pro His Gln Gly Cys

1 5
<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-4

<400> 27

Cys His Thr Ala Pro Leu Pro Arg Cys

1 ]
<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-6
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<400> 28
Cys His Gly Ala Thr Pro Gln Asn Cys

1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-4-7

<400> 29

Cys Ser Gly His Asn Pro Thr His Cys

1 5
<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial
<220>

<223> e3-4-11
<400> 30

Cys Pro Met Trp GIn Ala Gln Gin Cys
| 5 '

<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> e3-4-12
<400> 31

Cys Gly Tyr Tyr Ser Met Ser His Cys

1 5
<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223>e3-4-13
<400> 32

Cys Asp Met Leu Thr Pro Arg Ser Cys

1 5
<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-16
<400> 33

Cys Leu Arg Leu GIn Ser Gln Asp Cys

1 5
<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-17
<400> 34

Cys GIn Ile Thr Trp His His Thr Cys

1 5
<210> 35

<211>9

<212> PRT
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<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-21
<400> 35

Cys Ser Ala His His His Asp Lys Cys
1 5

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> e3-4-23

<400> 36

Cys Met Thr Lys Asn Pro Leu Asn Cys

1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> e3-4-29

<400> 37

Cys Lys Thr Ser Leu Pro Thr Thr Cys

1 5
<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> e3-4-30
<400> 38

Cys Val Ser Thr Tyr Trp Lys Thr Cys

1 5

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador de secuenciacién 96glll
<400> 39

ccctcatagt tagegtaacg 20
<210> 40

<211> 25

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador mutante R1A
<400> 40

aggcagcttc gcagagtgag aatag 25
<210> 41

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador mutante K2A
<400> 41

catcaggcag cgcccgagag tgag 24
<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador mutante L3A
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<400> 42

ggagcatcag gcgccttccg agag 24
<210> 43

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante P4A
<400> 43

ccgggagcat cagccagctt ccgag 25
<210> 44

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante D5A
<400> 44

atcccgggag cagcaggceag cttc 24
<210> 45

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante P7A
<400> 45

gtatgcatcc cggcagcatc aggca 25
<210> 46

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante G8A
<400> 46

agtatgcatc gcgggagcat cagg 24
<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante M9A
<400> 47

ccccaagtat gecgececcggg agceatc 26
<210> 48

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante H10A
<400> 48

tccaccccaa gtagccatce cggga 25
<210> 49

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante T11A
<400> 49

tccaccccaa gcatgcatce cgg 23
<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante W12A
<400> 50

aacctccacc cgcagtatgc atc 23
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<210> 51

<211>29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador mutante delta7-12 F
<400> 51

ggaggatccg ccgaaactgt tgaaagttg 29
<210> 52

<211> 35

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador mutante delta7-12 R
<400> 52

gggggatcct ccaccageat caggcagcett ccgag 35
<210> 53

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador mutante K2Adelta7-12R
<400> 53

gggggatcct ccaccageat caggcagcegce ccgag 35
<210> 54

<211> 39

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador mutante de insercién de Ala
<400> 54

agcatcaggc agcttccgtg cagagtgaga atagaaagg 39
<210> 55

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 55

tatgcgcaaa cttccggatg ¢ 21

<210> 56

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 56

tagcatccgg aagtttgcge a 21

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2438 190 T3

REIVINDICACIONES
1. Péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.
2. Péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2.
3. Péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.
4. Péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de SEQ ID NO: 5y 8 a 15.
5. Péptido seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 que 4, que esta quimicamente modificado.

6. Complejo de titanio-péptido, en el que el péptido segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 esta unido a
titanio.

7. Proteina artificial que es un conjugado del péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, con un
péptido funcional o una proteina funcional.

8. Proteina artificial segun la reivindicacion 7, en la que el péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o
una proteina que coopera con el péptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para formar una
estructura cristalina bidimensional mediante autoensamblaje.

9. Proteina artificial segun la reivindicacion 7, en la que el péptido funcional o la proteina funcional es un péptido o
una proteina que comprende una secuencia peptidica que tiene una actividad de reconocimiento celular tal como
actividad de adhesion celular.

10. Complejo de titanio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 9 esté unida a titanio.

11. Proteina quimérica que es un conjugado del péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, con una
sustancia marcada, una etiqueta peptidica, o un compuesto no peptidico.

12. Complejo de titanio-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun la reivindicacion 11 esta unida a
titanio.

13. Fago que expresa el péptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 sobre la superficie de una
particula.

14. Complejo de titanio-fago, en el que el fago segun la reivindicacion 13 esta unido a titanio.

15. Método para el refinamiento de una superficie de titanio o para formar una particula de titanio, en el que se usa
el péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

16. Método para el refinamiento de una superficie de titanio, para formar una particula de titanio, o para alinear
particulas de titanio, en el que se usa la proteina artificial segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

17. Método para el refinamiento de una superficie de titanio o para formar una particula de titanio, en el que se usa
la proteina quimérica segun la reivindicacién 11.

18. Método para alinear titanio o para formar una particula de titanio, en el que se usa el fago segun la reivindicacion
13.

19. Material de implante que comprende el complejo de titanio-proteina artificial segin la reivindicacién 10 como
principio activo.

20. Complejo de plata-péptido, en el que el péptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 esta unido a
plata.

21. Complejo de plata-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun una cualquiera de las reivindicaciones 7
a 9 esta unida a plata.

22. Complejo de plata-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun la reivindicacion 11 esta unida a
plata.

23. Complejo de plata-fago, en el que el fago segun la reivindicacion 13 esta unido a plata.
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24. Método para el refinamiento de una superficie de plata o para formar una particula de plata, en el que se usa el
péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

25. Método para el refinamiento de una superficie de plata, para formar una particula de plata o para alinear plata,
en el que se usa la proteina artificial seguin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

26. Método para el refinamiento de una superficie de plata o formar una particula de plata, en el que se usa la
proteina quimérica segun la reivindicacion 11.

27. Método para formar una particula de plata o para alinear plata, en el que se usa el fago segun la reivindicacion
13.

28. Complejo de silicio-péptido, en el que el péptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 esta unido a
silicio.

29. Complejo de silicio-proteina artificial, en el que la proteina artificial segun una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 9 esté unida a silicio.

30. Complejo de silicio-proteina quimérica, en el que la proteina quimérica segun la reivindicacion 11 esta unida a
silicio.

31. Complejo de silicio-fago, en el que el fago segun la reivindicaciéon 13 esta unido a silicio.

32. Método para el refinamiento de una superficie de silicio o para formar una particula de silicio, en el que se usa el
péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

33. Método para el refinamiento de una superficie de silicio, para formar una particula de silicio, o para alinear silicio,
en el que se usa la proteina artificial seguin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

34. Método para el refinamiento de una superficie de silicio o para formar una particula de silicio, en el que se usa la
proteina quimérica segun la reivindicacion 11.

35. Método para formar una particula de silicio o para alinear silicio, en el que se usa el fago segun la reivindicacion
13.

36. Método para usar el péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 como una sonda de microscopio
de fuerza atémica (MFA).
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Fig. 2
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Fig. 7
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Fig. 8

R1A: AGGCAGCTTCGCAGAGTGAGAATAG
K2A: CATCAGGCAGCGCCCGAGAGTGAG
L3A: GGAGCATCAGGCGCCTTCCGAGAG
P4A: CCGGGAGCATCAGCCAGCTTCCGAG
DbA: ATCCCGGGAGCAGCAGGCAGCTTC
P7A: GTATGCATCCCGGCAGCATCAGGCA
GB8A: AGTATGCATCGCGGGAGCATCAGG
MBSOA: GCCGMGTATGCGCCGCGGGAGCATC
H10A: TCGACGGCAAGT&GCOATCCCGGGA
| T11A: TCCACCCCAAGCATGCATCCCGG
WIEA: AACCTCCACCCGCAGTATGCATC

AT-12F; GGAGGATCCGCCGAAACTGTTGAAAGTTG
A7-12R; GGGGGATCCTCCACCAGCATCAGGCAGCTTCCGAG

K2AAT-12R; GGGGGATCCTCCACCAGCATCAGGCAGCGCCCGAG

Inserto de Ala; AGCATCAGGCAGCTTCCGTGCAGAGTGAGAATAGAAAGG
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Fig. 10
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17-
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Fig. 18
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Fig. 19
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