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DESCRIPCION

Nuevos péptidos.
Campo técnico

La presente invencién se refiere al uso de un nuevo péptido que tiene la accidon de aumentar la concentracion de
calcio intracelular como se define en las reivindicaciones.

Técnica antecedente

La hormona del crecimiento (abreviada en lo sucesivo como GH) es una hormona proteica sintetizada en la ade-
nohipdfisis y promueve indirectamente el crecimiento del hueso y la diferenciacion de adipocitos y condrocitos, y
su secrecion se promueve por la hormona de liberacién de la hormona del crecimiento (GHRH) y se inhibe por la
somatostatina [E J. Kendrew, et al., Eds., The Enciclopedia of Molecular Biology (Blackwell Science Ltd., London,
1994), p. 462]. La GH no solo tiene una accién promotora del crecimiento, sino que también tiene acciones tales como
la promocién de la sintesis de proteinas en diversos tejidos, la estimulacion de la transferencia de grasas depositadas
y la elevacién del contenido de glucégeno en musculos, y una reduccién en la secreciéon de GH induce el enanismo,
mientras que un exceso de la secrecion de dicha hormona induce el gigantismo o la acromegalia [Iwanami’s Dictionary
of Biology, cuarta edicién, editado por Ryuichi Yasugi, et al. (Iwanami Syoten, Tokyo, 1997), p. 757].

Desde que se ha producido la GH humana por ingenieria genética, la GH se usa no sélo para el tratamiento del
enanismo [J. O, Jorgensen, Endocr. Rev. 12, 189 (1991)], sino también para el tratamiento de otras enfermedades,
y se han descubierto diversos efectos [J. O. Jorgensen, et al., Horm. Res. 42, 235 (1994)]. Por ejemplo, estos efec-
tos incluyen la activacion de la reconstitucion de osteoblastos y de hueso en individuos normales [K. Brixen, et al.,
Miner. Res. 5, 609 (1990)], el aumento de la fuerza muscular y la cantidad muscular en adultos con deficiencia en
GH [R. C. Cuneo, et al., J. Appl. Physiol. 70, 688 (1991)], la mejora de la motilidad en adultos con deficiencia en
GH [R. C. Cuneo, et al., J. Appl. Physiol. 70, 695 (1991)], la curacién de quemaduras graves en nifios [D. N. Hern-
don, et al., Ann. Surg. 212, 424 (1990)], su uso combinado con gonadotropinas en la induccién de la ovulacién [R.
Homburg, et al., Clin. Endocrinol. (Oxf). 32, 781 (1990)], la prevencién del trastorno metabdlico por administra-
cién de prednisona [F. F. Horber y M, W. Haymond, J. Clin. Invest. 86, 265 (1990)], la promocién de la “educa-
cién” de las células T en trastornos inmunes graves [W. J. Murphy, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89, 4481
(1992)] y el efecto de la inhibicién de la reduccién del peso corporal de individuos de edad avanzada y el efecto
de aumento de tejidos adiposos y de prevencion de la atrofia dérmica [D. Rudman, et al, N. Engl. J. Med. 323, 1
(1990)].

La administracién de GH recombinante es eficaz para promover el crecimiento en nifios y para la normalizacién
de defectos en el metabolismo y funciones que acompafian a la deficiencia de GH en adultos, pero existen problemas
asociados con que la GH tiene efectos secundarios que restringen la dosis, no puede administrarse por via oral y es cara
[B. A. Lefker, et al., en Growth Hormone Secretagogues in Clinical Practice, B. B. Bercu y R. F. Walker, Eds. (Marcel
Dekker, Inc., New York, 1998), paginas 107-108]. Muchos pacientes adultos sufren efectos secundarios tales como
artralgia y sindrome del tinel del carpo, que se considera atribuible a una acumulacién de exceso de sodio y humor,
de forma que la administraciéon de GH no puede continuarse [E. Corpas, et al., Endocr. Rev. 14, 20 (1993)]. Estos
efectos secundarios se correlacionan con un modelo no fisiolégico de secrecién de hormona por la administracién de
GH, y en la administracién de GH, no puede imitarse la pulsatilidad de la secrecién normal de GH [B. A. Lefker, et
al., en Growth Hormone Secretagogues in Clinical Practice, B. B. Bercu y R. F. Walker, Eds. (Marcel Dekker, Inc.,
New York, 1998), paginas 107-108].

La pulsatilidad de la secrecién de GH in vivo se establece bdsicamente por interaccién entre dos factores regula-
dores derivados del hipotdlamo; es decir, la GHRH y la somatostatina acttian sobre la glandula pituitaria regulando
la secrecion de GH [G. S. Tannenbaum y N. Ling, Endocrinology 115, 1952 (1984), R. G. Clark e 1. C. Robinson,
Endocrinology 122, 2675 (1988)]. El patrén normal de secreciéon de GH difiere durante el dia y la noche, y durante
la noche, se libera una mayor cantidad de GH con mas frecuencia. La amplitud del pulso de liberacién de GH se
regula adicionalmente por retroalimentacién por diversas hormonas esteroideas, neurotransmisores, GH y factores de
crecimiento semejantes a insulina, por el estado nutricional, por el suefio y la motilidad [G. S. Strobl y M. J. Thomas,
Pharmacol. Rev. 46, 1 (1994)].

Para solucionar los efectos secundarios producidos por la administracién de GH, se sintetizé un gran nimero de
compuestos que tenfan una accién inductora de la secreciéon de GH, y como secretagogos de la hormona del creci-
miento (GHS), se estudiaron extensivamente su correlacion estructura-actividad, su farmacologia y sus aplicaciones
clinicas. En primer lugar, se sintetizaron péptidos tales como GHRP-6 (hexapéptido de liberacién de la hormona del
crecimiento) y se desarrollaron como agentes terapéuticos para tratar trastornos atribuibles a una deficiencia o re-
duccién en GH [C. Y. Bowers, et al., Endocrinology 114, 1537-1545 (1984)]. Sin embargo, como estos compuestos
peptidicos s6lo pueden demostrar su efecto por medio de inyeccidn intravenosa, se crearon compuestos no peptidicos
que tenian bajo peso molecular que podian administrarse por via oral [R. G. Smith, et al., Science 260, 1640-1643
(1993)], y algunos de ellos han avanzado a un ensayo clinico de fase II [A. A. Patchett, et al., Proc. Natl. Acad. Sci,
U.S.A. 92,7001-7005 (1995)].
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La serie de transferencia de informacién desde la recepcién de sefial de un receptor a la expresidon funcional se
denomina transduccién de sefales, y el sistema de transduccién de sefiales acoplado con la proteina G continda en
el siguiente mecanismo [Iwanami’s Dictionary of Biology, cuarta edicién, por Ryuichi Yasugi, et al., paginas 555-
556 (Iwanami Syoten, Tokyo, 1997)]. Este sistema acoplado a la proteina G tiene un receptor con siete dominios
transmembrana que se divide en un sistema de AMPc para producir AMPc como segundo mensajero y 4cido inositol-
1,4,5-trifosférico (IP3) y fosfolipido de diacil glicerol (DG) inositol como sistema de transduccién de informacion.
El AMPc activa una quinasa dependiente de AMPc (quinasa A), para producir la fosforilacion de restos de seria y
treonina en la proteina funcional para modificar su actividad. Por otra parte, el IP3 se une al receptor de IP3 en el
reticulo endopldsmico para promover la liberacién de iones de calcio, mientras que el DG activa la quinasa C para
promover la accién de hormonas, etc.

El mecanismo de aumentar la concentracién de ion calcio intracelular en el sistema de transduccién de sefiales
con IP3 o0 DG como segundo mensajero [J. Kendrew, et al., Eds., The Enciclopedia of Molecular Biology (Blackwell
Science Ltd., London, 1994), p.136-137] es el siguiente: cuando un ligando se une al receptor, la fosfolipasa C se
activa a través de la proteina G para convertir PIP2 en IP3. Por medio de IP3, los iones de calcio reunidos en el
reticulo endopldsmico (ER) como granulos intracelulares se liberan en el citoplasma, aumentando de esta manera
los niveles de iones de calcio en el citoplasma. Si en el citoplasma estdn presentes IP3 o iones de calcio, el calcio se
incorpora de nuevo en el reticulo endoplasmico reduciendo de esta manera los niveles de ion de calcio en el citoplasma.
Es decir, la unién del ligando al receptor produce un aumento transitorio en los niveles de iones de calcio en el
citoplasma.

Como GHS actda sinérgicamente sobre la secreciéon de GH y el aumento de los niveles de AMPc intracelular
por GHRH [K. Cheng, et al., Endocrinology 124, 2791-2798 (1989)] y la unién de GHRH al receptor induce la
producciéon de AMPc como segundo mensajero mientras que GHS induce un aumento en la concentracién de iones de
calcio intracelular, se sugiri6 que el mecanismo de actuacién de GHS es diferente del de GHRH [J. Herrington y B.
Hille, Endocrinology 135, 1100-1108 (1994).], y se supuso que la GHS se unia a un receptor diferente del receptor de
GHRH. Realmente se cloné un gen para un receptor al que se une GHS, y por los resultados del andlisis de Northern,
se descubri6 que el receptor de GHS (GHS-R) se expresa en el hipotdlamo y en la gldndula pituitaria cerebral, y que
hay una homologia de 90% o mayor entre las secuencias aminoacidicas de los receptores de GHS de origen porcino y
humano [A. D. Howard, et al., Science 273, 974-977 (1996)]. Sin embargo, no se ha aislado un ligando endégeno que
se una a GHS-R, y este GHS-R era un receptor huérfano cuyo ligando no era evidente.

En algunos casos, ciertos dcidos grasos tales como el dcido miristico, el dcido gerdnico, el dcido palmitoilico o
el 4cido farnesilico se unen al extremo amino de ciertas proteinas o a cadenas laterales de sus restos aminoacidicos,
y el papel de estos dcidos grasos es anclar dicha proteina modificada con dcidos grasos a la membrana celular [J.
Kendrew, et al., Eds., The Encyclopedia of Molecular Biology (Blackwell Science Ltd., London, 1994), p.616]. En
dicha proteina modificada con acidos grasos, el dcido graso se une a un resto de cisteina a través de un enlace S-
acilo, y no se conoce ni un aminodcido que tenga un acido graso unido a un resto de serina a través de un enlace O-
acilo, tal como la GHS enddgena descrita en la presente invencion, ni ninguna proteina o péptido que contenga dicho
aminodcido modificado con dcidos grasos. Tampoco se sabe que el péptido que contiene dicho aminoacido modificado
con 4cido graso funcione como ligando para ningtin receptor.

Descripcion de la invencion
Antes de describir la presente invencién con detalle, los términos son como se definen a continuacién:

El término “péptido” se refiere a un compuesto que comprende una pluralidad de aminoacidos unidos entre si a
través de enlaces peptidicos. En este documento, el aminodcido (también denominado resto aminoacidico) incluye
aminodcidos naturales representados por la formula: NH,-CH(R’)-COOH, donde R’ es un grupo sustituyente natural,
asi como sus isémeros 6ptimos D, L, etc.

También hay un péptido en el que un cierto aminodcido natural se reemplaza por un aminoacido modificado (tam-
bién denominado resto aminoacidico modificado). El aminodcido modificado incluye los aminodcidos de la férmula
anterior en la que el grupo sustituyente R’ se modifica adicionalmente, sus isémeros 6pticos D, L y aminoacidos no
naturales donde, por ejemplo, varios grupos sustituyentes estdn unidos al grupo sustituyente R’ de la férmula anterior
a través o no de un enlace éster, éter, tioéster, tioéter, amida, carbamida o tiocarbamida. El aminoacido modificado
también incluye aminodcidos no naturales cuyos grupos amino se han reemplazado por grupos alquilo inferior.

La expresion “andlogo peptidico” se refiere a un compuesto en el que al menos un aminodcido en un péptido
se ha reemplazado por un compuesto no aminoacidico y, de esta manera, al menos un enlace de dicho compuesto
sustituyente con el andlogo peptidico no es un enlace peptidico.

Ademds, los compuestos derivados de estos péptidos y andlogos peptidicos modificando el extremo amino y/o
carboxilo de los mismos se denominan derivados. Y los péptidos, andlogos peptidicos y derivados de los mismos se
denominan colectivamente “compuestos de tipo péptido”.
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En la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 2, una secuencia aminoacidica del 1° al 4° aminodcido se
denomina Gly Ser Ser Phe,

una secuencia aminoacidica del 1°" al 5° aminodcido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu,

una secuencia aminoacidica del 1° al 6° aminoécido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu Ser,

una secuencia aminoacidica del 1°" al 7° aminoéacido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro,

una secuencia aminoacidica del 1°" al 8° aminoacido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu,

una secuencia aminoacidica del 1° al 9° aminoécido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His y

una secuencia aminoacidica del 1°" al 10° aminoécido se denomina Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
Gln.

Desde hace tiempo se desea el descubrimiento de un ligando endégeno (GHS endégeno) que se una al receptor de
GHS presentando una actividad de aumento de la concentracién de ion calcio intracelular o para inducir la secrecién
de GH junto con un método para utilizarlo. Ademds, desde hace tiempo también se desea un compuesto que sea un
andlogo estructural de dicha GHS enddgena y que tenga una actividad de aumento de la concentracion de ion calcio
intracelular o de induccién de la secrecién de GH. Ademas, se desea una composicion farmacéutica o una composicién
para promover el crecimiento de animales, que comprenda dicho GHS endégeno o su andlogo estructural que induce
la secrecién pulsatil de GH, eliminando de esta manera los efectos secundarios de la administracién de GH, asi como
una aplicacion terapéutica usando dicha composicién.

Los presentes inventores centraron su atencion en el hecho de que la unién del ligando al receptor de GHS (GHS-R)
produce un aumento transitorio de la concentracién de ion calcio intracelular con fosfolipido de inositol como segundo
mensajero, e investigaron extractos de diversos 6rganos y tejidos usando la actividad de aumento de la concentracién de
ion calcio intracelular (actividad de liberacién de Ca) como indicador en células CHO (CHO-GHSR62) que expresan
GHS-R. Como resultado, los inventores descubrieron que los extractos de estomago de rata tienen una fuerte actividad
de liberacién de Ca y purificaron satisfactoriamente una sustancia con una fuerte actividad de liberacién de Ca a partir
de los extractos anteriores por diversos tipos de cromatografia, y descubrieron que dicha sustancia es un nuevo péptido
modificado con 4cido graso, que tiene un peso molecular de aproximadamente 3.000. Ademas, confirmaron que dicho
nuevo péptido promueve la secrecion especifica de GH desde células de la pituitaria anterior, y descubrieron que dicho
nuevo péptido es un ligando endégeno para GHS-R, es decir, un secretagogo endégeno de GH (GHS end6geno). Es
decir, el primer aspecto de la presente invencion se refiere a un péptido inductor de la secrecién de GH endégena que
tiene la actividad de aumentar la concentracion de ion calcio intracelular o la actividad de inducir la secrecion de GH,
donde cierto resto aminoacidico constituyente se ha modificado con un acido graso, asi como un método para preparar
dicho péptido.

Los presentes inventores analizaron de forma precisa la estructura del péptido inductor de la secrecién de GH
endégena y descubrieron que dicho péptido es un péptido que consiste en la secuencia aminoacidica indicada en la
SEQ ID N°: 2, donde el grupo hidroxilo de cadena lateral de la tercera serina desde el extremo amino se ha acilado con
un 4cido graso. Ademads, también se purificé un péptido inductor de la secrecién de GH de origen humano a partir de
extracto de estdmago humano que tenfa una fuerte actividad de liberacién de Ca similar a la del extracto de estémago
de rata, y se analizé su estructura de la misma manera que para el péptido inductor de la secreciéon de GH procedente de
rata, y como resultado los inventores descubrieron que el péptido inductor de la secrecién de GH endégena de origen
humano consiste en la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 3, donde el grupo hidroxilo de la cadena
lateral de la tercera serina del extremo amino se ha acilado con un 4cido graso. La comparacion entre las secuencias
aminoacidicas de los péptidos inductores de la secrecién de GH enddgena procedentes de rata y humano revel6 una
homologia de hasta 89% en conjunto.

Especificamente, los péptidos procedentes de rata y humano son idénticos en una secuencia aminoacidica del
primer al décimo aminodcido desde el extremo amino y en una secuencia aminoacidica del 13° al 28° aminoacido
desde el extremo amino, pero son diferentes en el 11° al 12° aminodcido que son lisina y alanina en el péptido de rata,
y se reemplazan por arginina y valina en el péptido humano, respectivamente. El péptido inductor de la secrecidn de
GH enddgena procedente de rata se escindié con diversas proteasas, sus fragmentos peptidicos purificados se midieron
con respecto a la actividad de liberacién de Ca, y como resultado, un péptido que consistia en el primer al séptimo
aminodcido desde el extremo amino era el péptido minimo que tenia actividad de liberacién de Ca.

Midiendo la actividad de liberacién de Ca de péptidos sintetizados quimicamente, los inventores descubrieron que
la secuencia central esencial para inducir la actividad de liberacién de Ca es una secuencia consistente en 4 aminoé-
cidos indicada en la SEQ ID N°: 8. Ademas, la secuencia consistente en 10 aminodacidos indicada en la SEQ ID N°:
9 estaba conservada en los péptidos inductores de la secrecién de GH endégena no procedentes de rata (consistiendo
cada uno de 28 aminoécidos) separados de humano, porcino y bovino, asi como en los péptidos inductores de la se-
crecion de GH endégena (consistentes cada uno en 27 aminoacidos) donde una glutamina se habia delecionado de los
péptidos anteriores.
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Es decir, se describe aqui un péptido modificado con dcido graso que comprende la secuencia aminoacidica indica-
da en la SEQ ID N°: 8, preferiblemente la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 1 y mds preferiblemente
la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 9 como secuencia central esencial para inducir la actividad de
liberacién de Ca.

También se aislaron péptidos inductores de la secrecion de GH enddgena a partir de pollo, anguila y rana, y se
descubrié que estos péptidos tenia una secuencia central consistente en cuatro aminodcidos indicada en la SEQ ID
N°: 8.

Ademads, también se aislé a partir de rana un péptido inductor de la secrecién de GH endégena muy similar al
péptido inductor de la secrecién de GH enddgena de rata.

Ademds, también se aislaron péptidos inductores de la secrecion de GH enddgena a partir de Xenopus laevis,
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y perro. A partir de la trucha arco iris, se aislaron respectivamente grelina-23
consistente en 23 aminodcidos y grelina-20 consistente en 20 aminoécidos.

El aminodcido carboxilo-terminal de la grelina de anguila, la grelina-23 de trucha arco iris y la grelina 20 estaba
amidado.

Como un resto aminoacidico en la tercera posicion desde el extremo amino en el péptido inductor de la secrecion
de GH enddgena de Xenopus laevis es treonina, también se describe aqui a un péptido modificado con 4cido graso,
que contiene, como secuencia central esencial para presentar la actividad de liberacion de Ca, un péptido en el que
el tercer resto aminoacidico serina se reemplazé por treonina en la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID
N°: 8, preferiblemente la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 1 y mas preferiblemente la secuencia
aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 9.

El péptido modificado con 4cido graso endégeno que tiene actividad inductora de la secrecién de GH, o el péptido
modificado con 4cido graso consistente en dicha secuencia central, descrito aqui, también proporciona una pauta para
disefiar un compuesto con actividad de liberacion de Ca.

Es decir, se obtiene un nuevo compuesto que tiene actividad de liberacién de Ca sintetizando un andlogo estructu-
ral de dicho péptido modificado con 4cido graso confirmando la actividad de liberacién de Ca del andlogo estructural
resultante. Por consiguiente, también se describe aqui un péptido o andlogo peptidico como se define en las reivindi-
caciones, que tiene la actividad de aumentar la concentracién de ion calcio intracelular, donde un cierto aminodcido
constituyente se ha reemplazado por un compuesto aminoacidico modificado o no aminoacidico.

Se obtuvo un ADNCc que codificaba el péptido inductor de la secrecién de GH endégena de la manera habitual. Cada
uno de los ADNc de rata y humano consiste en 117 aminoacidos como se muestra en las secuencias aminoacidicas de
las SEQ ID N°: 4 y 5, y las secuencias aminoacidicas de los péptidos inductores de la secreciéon de GH endégena de
rata y humano eran idénticas en una secuencia de 28 aminoécidos desde la 24® a la 51° posiciones desde el extremo
amino, respectivamente. Es decir, se reveld que el péptido inductor de la secreciéon de GH enddégena se sintetiza
como un péptido precursor consistente en 117 aminodcidos, después se escinde un péptido sefial consistente en los
23 aminodcidos amino-terminales y se escinden adicionalmente 56 aminodcidos carboxilo-terminales, con lo que se
forma el péptido modificado con 4cido graso que tiene actividad inductora de la secrecién de GH. Ademas, también
se encontré en cerdo un ADNc que codificaba un precursor del péptido inductor de la secreciéon de GH endégena
consistente en 28 aminoécidos.

Ademds, se encontré en cerdo un ADNc que codificaba un precursor para el péptido inductor de la secrecién de
GH enddgena consistente en 27 aminodcidos.

Ademas, se encontré en cerdo un ADNc parcial codificante de un precursor para el péptido inductor de la secrecion
de GH enddgena consistente en 27 aminodcidos.

Ademds, también se encontrd en anguila, Xenopus laevis y trucha arco iris un ADNc codificante de un precursor
del péptido inductor de la secrecion de GH endégena. A partir de trucha arco iris, se aislaron respectivamente un ADNc
codificante de un precursor de grelina-23 consistente en 23 aminodcidos y un ADNc codificante de un precursor de
grelina-20 de 20 aminodcidos.

Por consiguiente, se describe aqui ademds un ADNc que codifica un precursor del péptido inductor de la secre-
cién de GH endbgena asi como un método para producir un péptido como material de partida del péptido modifi-
cado con 4cido graso o andlogo peptidico que tiene actividad de liberacién de Ca, que comprende el uso de dicho
ADNCc.

En la purificacion del péptido inductor de la secrecién de GH enddgena (grelina) compuesto de 28 aminodcidos
de extracto de estémago de rata, se analizé un péptido recuperado como una fraccidon minoritaria y, como resultado,
se encontrd un péptido consistente en 27 aminodcidos (grelina-27), que es un péptido de grelina a partir del cual se
han delecionado la 13 o 14 glutamina. La grelina 27 tiene completamente la misma actividad de liberacién de Ca 'y
actividad inductora de la secrecién de GH que la grelina consistente en 28 aminodacidos, y la grelina-27 es un péptido

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335235 T3

inductor de la secreciéon de GH enddgena y, por lo tanto, la grelina-27 también se incluye dentro del alcance de la
presente invencion.

La secuencia de nucledtidos que codifica la 13* y 14* glutaminas de la grelina es gca gca, que es una secuencia
de ex6n terminal que se someterd a corte y empalme de ARNm, lo que sugiere la posibilidad de formacién de un
ADNCc a partir del cual se delecioné uno de los dos codones codificantes de restos de glutamina por diferentes cortes
y empalmes. Realmente, se encontré un ADNc que codificaba un péptido precursor de grelina-27 consistente en 27
aminodcidos en la seleccién de bibliotecas de ADNc de rata y humano.

Es decir, se revel6 que el péptido de la grelina-27 humana se sintetiza como un péptido precursor consistente en
116 aminoécidos indicados en la SEQ ID N°: 12 6 13, posteriormente se escinde un péptido sefial consistente en 23
aminodcidos amino-terminales y también se escinden adicionalmente 56 aminodcidos carboxilo-terminales, con lo
que se forma un péptido modificado con 4cido graso consistente en 27 aminodcidos que tiene una actividad inductora
de la secrecién de GH (grelina-27).

Ademads, se encontré un ADNc codificante de un precursor del péptido de la grelina-27 en cerdo y oveja, y se
confirmé la presencia de grelina-27 y su precursor en estos animales.

Es decir, también se describe aqui el péptido de la grelina-27 consistente en una secuencia aminoacidica indicada
en la SEQ ID N: 10, 11, 17 y 22, un péptido precursor de grelina-27 que tiene una secuencia aminoacidica indicada
en las SEQ ID N*: 12, 13, 19 y 23 y un ADNc que codifica dicho péptido precursor que comprende una secuencia de
nucledtidos indicada en las SEQ ID N°: 14, 15, 21 y 24.

El péptido modificado con dcido graso que tiene actividad de liberacién de Ca y el compuesto de tipo péptido, tal
como el andlogo peptidico que tiene actividad de liberacién de Ca como se describen aqui, también proporcionan una
composicion farmacéutica para tratar enfermedades atribuibles a un defecto o reduccién en el nivel de GH. Dicha com-
posicion farmacéutica puede usarse para tratar cualquier enfermedad contra la cual es eficaz la administracién de GH,
y pueden evitarse diversos efectos secundarios producidos por la administracién de GH. Ademds, dicha composicién
farmacéutica también puede usarse como farmaco animal, tal como agente promotor del crecimiento para animales.

Como el compuesto de tipo péptido descrito aqui tiene una accién promotora del apetito por medio de la admi-
nistracién al ventriculo y por medio de la administracidn intravenosa, puede usarse como agente promotor del apetito
para tratar la pérdida de apetito o sitofobia. Ademds, el presente compuesto de tipo péptido tiene accién promotora
de la motilidad del estémago y accién promotora de la secrecidn de dcido gastrico y, de esta manera, también puede
usarse como agente para tratar enfermedades funcionales del estémago tales como indigestién no asociada con ulce-
ras, atonia del estomago ligera stbita, indigestion funcional y esofagitis de reflujo. Ademads, el presente compuesto de
tipo péptido presenta una accién promotora del crecimiento celular en médula ésea, duodeno y yeyuno por medio de
la administracién intravenosa, y por lo tanto puede usarse como agente para proteger la membrana mucosa del tracto
intestinal, como un agente para prevenir dafios en la membrana mucosa del intestino delgado durante la nutricién
intravenosa y como un agente para tratar la osteoporosis.

Ademads, se describe aqui un anticuerpo preparado usando el péptido modificado con dcido graso que tiene activi-
dad de liberacion de Ca descrito aqui como antigeno, un método para medir el péptido inductor de la secreciéon de GH
endégena por medio del uso de dicho anticuerpo, y un kit de medicién que comprende dicho anticuerpo.

Ademads, se describe aqui un método de ensayo para separar y cuantificar grelina modificada con un 4cido graso y
grelina a partir de la cual se elimind el 4cido graso, que comprende usar dos anticuerpos construidos contra péptidos
N- y carboxilo-terminales de grelina, siendo el primer anticuerpo capaz de reconocer la tercera serina modificada con
dcido graso, asi como un kit de ensayo que comprende una combinacién de los anticuerpos contra los péptidos N- y
carboxilo-terminales de grelina.

Es decir, se describe aqui una nueva hormona peptidica que tiene un nuevo aminoacido modificado, es decir, serina
acilada, y también proporciona una pauta para el nuevo disefio de un compuesto con actividad de liberacién de Ca con
la estructura de dicho péptido como esqueleto fundamental.

Ademds, se sugiere que el esclarecimiento del mecanismo de induccién de la secrecion de GH por el péptido
modificado con 4cido graso descrito en la presente invencién o por la hormona de liberacién de GH y somatostatina se
puede extender no s6lo al mecanismo de induccién de la secrecion de GH, sino también al mecanismo de regulacién
de la secrecién de otras hormonas. La presente invencién describe diversas funciones del péptido modificado con 4cido
graso como factor regulador en el sistema circulatorio y el sistema metabdlico, y el efecto de la presente invencion se
extiende al esclarecimiento de un nuevo mecanismo regulador biolégico.

Especificamente, se describe aqui:
(1) Un compuesto de tipo péptido, donde en un péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracién de
ion calcio intracelular, al menos un aminodcido esta reemplazado por un aminodcido modificado y/o un compuesto no

aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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(2) El compuesto de tipo péptido segin el punto (1), que comprende (a) una secuencia aminoacidica represen-
tada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoécidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y
(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,
a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoécido delecionado, reemplazado y/o afiadido en

una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(3) El compuesto de tipo péptido segun el punto (2) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3,4, 5, 8,9, 10, 11, 12,
13, 16, 17, 18, 19, 22 y 23, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(4) El compuesto de tipo péptido segun el punto (2) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 25, 26, 29, 30, 31, 32,
34y 35, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(5) Un compuesto de tipo péptido, en el que en un péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracioén de
ion calcio intracelular y la actividad de inducir secrecién de la hormona de crecimiento, (a) los aminodcidos constitu-
yentes estan modificados o no modificados y (b) al menos un aminodcido estd reemplazado o no reemplazado por un
compuesto no aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(6) El compuesto de tipo péptido segtn el punto (1) o (5), que comprende secuencias aminoacidicas representadas
en SEQ ID NOS: 27, 28 y 33, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(7) El compuesto de tipo péptido seguin el punto (5), que comprende (a) una secuencia aminoacidica represen-
tada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y
(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,
a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoécido delecionado, reemplazado y/o afiadido en

una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(8) El compuesto de tipo péptido segn el punto (7) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3,4, 5, 8,9, 10, 11, 12,
13,16, 17, 18, 19, 22 y 23, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(9) El compuesto de tipo péptido seguin el punto (7) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 25, 26, 29, 30, 31, 32,
34y 35, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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(10) EI compuesto de tipo péptido segtn el punto (1) o (5) anterior, cuyos aminoacidos 1 a 4 en el extremo amino
se representan por la férmula:

A-B-C-D-

donde el simbolo A es o bien un aminoacido o bien un compuesto no aminoacidico, o no existe, y el simbolo B
es o bien un aminodcido o bien un compuesto no aminoacidico, o no existe, siempre que la longitud de la cadena
molecular de A + B sea una longitud dipeptidica y el simbolo C o el simbolo D pueden ser iguales o diferentes y cada
uno representa (a) un aminodcido modificado, (b), un aminodcido que tiene un resto hidr6fobo, o (¢) un aminodcido
que tiene una cadena lateral basica, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(11) EI compuesto de tipo péptido segin el punto (10), donde el simbolo C es un aminodcido modificado en el
que (a) se ha introducido una cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas dtomos de carbono, en
el 4tomo de carbono en posicién @ respecto del aminoacido via o no via un grupo alquileno que contiene uno o mas
atomos de carbono y via un enlace éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se ha introducido una cadena alquilica
saturada o insaturada, que contiene uno o mas atomos de carbono, en el 4tomo de carbono en posicién « respecto del
aminodcido, y el simbolo D es un aminodcido que tiene un resto hidréfobo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(12) Un compuesto de tipo péptido, donde en una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias aminoacidicas representadas en SEQ ID NOS: 2, 3,9, 10, 11, 16, 17, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31, una
secuencia aminoacidica de 1 a 4 aminodcidos en el extremo amino estd sustituida por la estructura del compuesto de
tipo péptido descrita en el punto (10) u (11), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(13) EI compuesto de tipo péptido segtn el punto (1), (2), (3), (5), (7) u (8) anterior, donde el aminoacido mo-
dificado es un aminodcido en la 3" posici6n a partir del extremo amino o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(14) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (13), donde el aminodcido en el amino4acido modificado es serina
o cistefna, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(15) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1), (2), (3), (5), (7) u (8) anterior, que comprende un aminodcido
modificado en el que (a) se ha introducido una cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas atomos
de carbono, en el dtomo de carbono en posicién «a respecto del aminoécido via o no via un grupo alquileno que contiene
uno o mas dtomos de carbono y via un enlace éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se ha introducido H o una
cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas dtomos de carbono, en el 4&tomo de carbono en posicién
a respecto del aminodcido, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(16) El compuesto de tipo péptido segtn el punto (1), (2), (4), (5), (6), (7), (9), (10) o (12) anterior, en el que el
aminodcido modificado es un aminoécido en el que (a) se ha introducido una cadena alquilica saturada o insaturada,
que contiene uno o mds dtomos de carbono, en el 4&tomo de carbono en posicién @ via o no via un grupo alquileno que
contiene uno o mas atomos de carbono y via un enlace éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se ha introducido
una cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mds dtomos de carbono, en el 4tomo de carbono en
posicion «, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(17) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1), (2), (3), (5), (7) u (8) anterior, que comprende un aminodcido
modificado que estd modificado con un enlace éster, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(18) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1), (2), (4), (5), (6), (7), (9), (10) o (12) anterior, que comprende
un aminodcido modificado que se ha modificado por conversién de un grupo funcional en una cadena lateral de dicho
aminodcido en un enlace éster, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(19) El compuesto de tipo péptido segin el punto (17) anterior, que comprende un aminodcido que tiene un acido
graso unido via un enlace éster a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de dicho aminodcido, o una sal farmacéutica-
mente aceptable del mismo;

(20) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (18) anterior, que comprende un aminodcido que tiene un 4ci-
do graso unido via un enlace éster a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de dicho aminodcido o via un enlace
tioéster a un grupo mercapto de la cadena lateral de dicho aminoacido, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(21) El compuesto de tipo péptido segin el punto (19) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido
un 4cido graso que contiene 2 a 35 dtomos de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(22) El compuesto de tipo péptido segun el punto (20) anterior, donde el dcido graso contiene 2 a 35 dtomos de
carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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(23) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (21) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido un
dcido graso seleccionado del grupo que consiste en dcidos grados que contienen 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18 dtomos
de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(24) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (22) anterior, donde el 4cido graso es un dcido graso seleccionado
del grupo que consiste en dcidos grados que contienen 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18 dtomos de carbono, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(25) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (23) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido octanoico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(26) El compuesto de tipo péptido segin el punto (24) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido octanoico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(27) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (23) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido decanoico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(28) El compuesto de tipo péptido segin el punto (24) anterior, donde el 4cido graso unido es dcido decanoico, un
acido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(29) Un compuesto de tipo péptido, que comprende un aminodcido bésico unido al extremo carboxi de un com-
puesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (28) anteriores;

(30) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (1), (2), (3), (5), (7), (8), (13), (14), (15), (17), (19), (21), (23),
(25) y (27) anteriores, donde el extremo amino estd modificado con un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que
contiene uno o mds atomos de carbono, y/o un grupo hidroxilo del grupo carboxilo del extremo carboxi terminal es
OZ o NR2R3 donde Z es un catién farmacéuticamente aceptable o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado, y R2
y R3 son iguales o diferentes y representan H o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado;

(31) El compuesto de tipo péptido segin los puntos (1), (2), (4), (5), (6), (7), (9), (10), (11), (12), (16), (18), (20),
(22), (24), (26), (28) y (29) anteriores, donde el grupo amino del extremo amino se ha modificado por introduccién
de un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que contiene uno o mas atomos de carbono, y/o un grupo hidroxilo
del grupo carboxilo del extremo carboxi terminal es OZ o NR2R3 donde Z es un catién farmacéuticamente aceptable
o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado, y R2 y R3 son iguales o diferentes y representan H o un grupo alquilo
inferior lineal o ramificado;

(32) Un compuesto de tipo péptido que comprende un grupo bdsico introducido en un derivado amida en el extremo
carboxi terminal de un compuesto de tipo péptido descrito en el punto (30) o (31) anterior;

(33) Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32)
anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(34) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida de la
hormona de crecimiento, que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(35) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en
la hormona de crecimiento, que comprende un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(36) Una composicioén farmacéutica segtin los puntos (33) a (35) anteriores, que se aplica a animales distintos de
seres humanos;

(37) Un método para el tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de cre-
cimiento, que comprende administrar una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido
descrito en los puntos (1) a (32) anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(38) Un método para el tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende administrar un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(39) El método de tratamiento segtin los puntos (37) o (38), que se aplica a animales distintos de seres humanos;
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(40) Un ADN que codifica una secuencia de aminoacidos de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos
(1) a (32) anteriores, que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un péptido que contiene una secuencia
de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en la secuencia de aminoécidos codificados por
dicho ADN;

(41) El ADN segtn el punto (40) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias nucleotidicas representadas en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15, 20, 21, 24,
36, 38y 39;

(42) El ADN segtn el punto (40) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica que
codifica aminodcidos en una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo de secuencias nucleotidicas representadas
en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15, 20, 21, 24, 36, 38 y 39;

(43) Un vector que comprende un ADN descrito en los puntos (40) a (42) anteriores;
(44) Células que comprenden el vector descrito en el punto (43) anterior;

(45) Células que comprenden un ADN descrito en los puntos (40) a (42) anteriores, donde se puede producir un
compuesto de tipo péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN, como compuesto de tipo
péptido que tiene al menos un aminodcido modificado en dicha secuencia aminoacidica;

(46) Un anticuerpo contra un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores;

(47) Un método para determinar mediante ensayo un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32)
anteriores, que comprende usar el anticuerpo descrito en el punto (46) anterior para detectar el compuesto de tipo
péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores;

(48) Un kit para detectar un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores, que comprende
usar el anticuerpo descrito en el punto (46) anterior para detectar el compuesto de tipo péptido descrito en los puntos
(1) a (32) anteriores;

(49) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores por
la tecnologfa de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en
los puntos (40) a (42) anteriores en células hospedadoras capaces de modificar una cadena lateral de al menos un
aminodcido en dicho péptido, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto de tipo
péptido deseado del cultivo;

(50) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores por la
tecnologia de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en los
puntos (40) a (42) anteriores en células, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto
de tipo péptido deseado del cultivo, y a continuacién modificar quimicamente un aminodcido arbitrario del mismo;

(51) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (19) a (28) anteriores por la
tecnologia de recombinacién de genes, que comprende usar células que tienen la actividad de unirse a un dcido graso
via un enlace éster a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un aminodcido o via un enlace tioéster a un grupo
mercapto de la cadena lateral de un aminodacido en el compuesto de tipo péptido;

(52) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (19) a (28) anteriores, que
comprende usar células que tienen la actividad de acilacion de serina mediante unién a un 4cido graso via un enlace
éster con un grupo hidroxilo de la cadena lateral de serina en la secuencia aminoacidica expresada en SEQ ID NO: 8;

(53) Un procedimiento para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (19) a (28) anteriores,
que comprende usar células que tienen la actividad de acilacién mediante unién a un acido graso via un enlace éster
con un grupo hidroxilo de la cadena lateral de treonina en la secuencia aminoacidica expresada en SEQ ID NO: 28.

(54) Una composiciéon farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica una secuencia aminoacidica de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores en
células en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminoacido modificado, teniendo el péptido la
actividad de incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(55) Un método para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de creci-
miento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica una secuencia de aminodcidos de un
compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores en células que tienen un organismo vivo que
permite que un péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido como un pép-
tido que tiene una secuencia de aminoacidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en dicha secuencia
aminoacidica, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de crecimiento;
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(56) Una composicién farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades no atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica una secuencia aminoacidica de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores en
células en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminoicido modificado, teniendo el péptido la
actividad de incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(57) Un método para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica una secuencia de aminoacidos de
un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (32) anteriores en células que tienen un organismo vivo
que permite que un péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido como un
péptido que tiene una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en dicha secuencia
aminoacidica, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de crecimiento.

Especificamente, aqui se describe:

(1) Un compuesto de tipo péptido, donde en un péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracién de
ion calcio intracelular, al menos un aminodacido estd reemplazado por un aminodcido modificado y/o un compuesto no
aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(2) El compuesto de tipo péptido segun el punto (1), que comprende (a) una secuencia aminoacidica represen-
tada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y

(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,

a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoacido delecionado, reemplazado y/o afiadido en
una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(3) El compuesto de tipo péptido segun el punto (2) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8,9, 10, 11, 12,
13, 16, 17, 18, 19, 22 y 23, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(4) Un compuesto de tipo péptido, en el que en un péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracién de
ion calcio intracelular y la actividad de inducir secrecién de la hormona de crecimiento, (a) los aminodcidos constitu-
yentes estan modificados o no modificados y (b) al menos un aminodcido estd reemplazado o no reemplazado por un
compuesto no aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(5) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1) o (4), que comprende una secuencia aminoacidica representada
en SEQ ID NO: 27, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(6) El compuesto de tipo péptido segun el punto (4), que comprende (a) una secuencia aminoacidica represen-
tada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y
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(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,

a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoécido delecionado, reemplazado y/o afiadido en
una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(7) El compuesto de tipo péptido segun el punto (6) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3,4, 5, 8,9, 10, 11, 12,
13, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 25 y 26, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(8) EI compuesto de tipo péptido segtin el punto (1) o (4) anterior, cuyos aminoacidos 1 a 4 en el extremo amino
se representan por la férmula:

A-B-C-D-

donde el simbolo A es o bien un aminoacido o bien un compuesto no aminoacidico, o no existe, y el simbolo B
es o bien un aminodcido o bien un compuesto no aminoacidico, o no existe, siempre que la longitud de la cadena
molecular de A + B sea una longitud dipeptidica y el simbolo C o el simbolo D pueden ser iguales o diferentes y cada
uno representa (a) un aminodcido modificado, (b), un aminodcido que tiene un resto hidr6fobo, o (¢) un aminodcido
que tiene una cadena lateral basica, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(9) Un compuesto de tipo péptido, donde en una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo que consiste
en secuencias aminoacidicas representadas en SEQ ID NOS: 2, 3, 8, 9, 10, 11, 16, 17, 22, 25 y 26, una secuencia
aminoacidica de 1 a 4 aminodcidos en el extremo amino estd sustituida por la estructura del compuesto de tipo péptido
descrita en el punto (8) anterior, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(10) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (1) a (9) anteriores, en el que el aminodcido modificado es
un aminodcido en el que (a) se ha introducido una cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas
atomos de carbono, en el dtomo de carbono en posicién « via o no via un grupo alquileno que contiene uno o mas
atomos de carbono y via un enlace éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se ha introducido una cadena alquilica
saturada o insaturada, que contiene uno o mas atomos de carbono, en el &tomo de carbono en posicién @, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(11) EI compuesto de tipo péptido segun segin los puntos (1) a (9) anteriores, que comprende un aminodcido
modificado que se ha modificado por conversién de un grupo funcional en una cadena lateral de dicho aminoécido en
un enlace éster, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(12) EI compuesto de tipo péptido segin el punto (11) anterior, que comprende un aminoécido que tiene un dcido
graso unido via un grupo éster a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de dicho aminoacido o grupo mercapto de la
cadena lateral de dicho amino4cido, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(13) El compuesto de tipo péptido segin el punto (12) anterior, donde el 4cido graso contiene 2 a 35 dtomos de
carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(14) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (12) anterior, donde el 4cido graso es un dcido graso seleccionado
del grupo que consiste en acidos grados que contienen 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18 atomos de carbono, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(15) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (12) anterior, donde el 4cido graso es dcido octanoico, un dcido
graso monoénico del mismo o un dcido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(16) El compuesto de tipo péptido segtn el punto (12) anterior, donde el 4cido graso es dcido octanoico, un 4cido
graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(17) El compuesto de tipo péptido segiin los puntos (1) a (16) anteriores, donde el grupo amino del extremo amino
se ha modificado por introduccién de un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que contiene uno o mas atomos
de carbono, y/o un grupo hidroxilo del grupo carboxilo del extremo carboxi terminal es OZ o NR2R3 donde Z es un
cation farmacéuticamente aceptable o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado, y R2 y R3 son iguales o diferentes
y representan H o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado;

(18) Un compuesto de tipo péptido que comprende un aminoacido basico unido al extremo carboxi terminal de un
compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores;

(19) Un compuesto de tipo péptido que comprende un grupo bdsico introducido en un derivado amida en el extremo
carboxi terminal de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) o (18) anteriores;

(20) Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19)
anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;
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(21) Una composicion farmacéutica para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida de la
hormona de crecimiento, que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(22) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en
la hormona de crecimiento, que comprende un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(23) Una composicién farmacéutica segtn los puntos (20) a (22) anteriores, que se aplica a animales distintos de
seres humanos;

(24) Un método para el tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de cre-
cimiento, que comprende administrar una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo pépti-
do descrito en los puntos (1) a (19) anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente
activo;

(25) Un método para el tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende administrar un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(26) El método de tratamiento segtin los puntos (24) o (25), que se aplica a animales distintos de seres humanos;

(27) Un ADN que codifica una secuencia de aminoacidos de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos
(1) a (19) anteriores, que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un péptido que contiene una secuencia
de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en la secuencia de aminoécidos codificados por
dicho ADN;

(28) El ADN segtin el punto (27) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica selec-
cionada del grupo que consiste en las secuencias nucleotidicas representadas en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15,20, 21 y
24;

(29) El ADN segtn el punto (27) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica que
codifica aminodcidos en una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo de secuencias nucleotidicas representadas
en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15, 20, 21 y 24;

(30) Un vector que comprende un ADN descrito en los puntos (27) a (29) anteriores;
(31) Células que comprenden el vector descrito en el punto (30) anterior;

(32) Células que comprenden un ADN descrito en los puntos (27) a (29) anteriores, donde se puede producir un
compuesto de tipo péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN, como compuesto de tipo
péptido que tiene al menos un aminoacido modificado en dicha secuencia aminoacidica;

(33) Un anticuerpo contra un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores;

(34) Un método para determinar mediante ensayo un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19)
anteriores, que comprende usar el anticuerpo descrito en el punto (33) anterior para detectar el compuesto de tipo
péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores;

(35) Un kit para detectar un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores, que comprende
usar el anticuerpo descrito en el punto (33) anterior para detectar el compuesto de tipo péptido descrito en los puntos
(1) a (19) anteriores;

(36) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores por
la tecnologia de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en
los puntos (27) a (29) anteriores en células hospedadoras capaces de modificar una cadena lateral de al menos un
aminodcido en dicho péptido, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto de tipo
péptido deseado del cultivo;

(37) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores por la
tecnologia de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en los
puntos (27) a (29) anteriores en células, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto
de tipo péptido deseado del cultivo, y a continuacién modificar quimicamente un aminodcido arbitrario del mismo;

(38) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (12) a (16) anteriores por la
tecnologia de recombinacién de genes, que comprende usar células que tienen la actividad de unirse a un acido graso
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via un enlace éster a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un aminoédcido o via un enlace tioéster a un grupo
mercapto de la cadena lateral de un aminodcido en el compuesto de tipo péptido;

(39) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (12) a (16) anteriores, que
comprende usar células que tienen la actividad de acilacién de serina mediante unién a un 4cido graso via un enlace
éster con un grupo hidroxilo de la cadena lateral de serina en la secuencia aminoacidica expresada en SEQ ID NO: §;

(40) Una composicién farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica una secuencia aminoacidica de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores en
células en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminodcido modificado, teniendo el péptido la
actividad de incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(41) Un método para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de creci-
miento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica una secuencia de aminodcidos de un
compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores en células que tienen un organismo vivo que
permite que un péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido como un pép-
tido que tiene una secuencia de aminoacidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en dicha secuencia
aminoacidica, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de crecimiento;

(42) Una composicion farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades no atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica una secuencia aminoacidica de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores en
células en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminoacido modificado, teniendo el péptido la
actividad de incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(43) Un método para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica una secuencia de aminodcidos
de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (19) anteriores en células que tienen un organismo
vivo que permite que un péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido
como un péptido que tiene una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en

dicha secuencia aminoacidica, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de
crecimiento.

Especificamente, aqui se describe:

(1) Un compuesto de tipo péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracién de ion calcio intracelular,
donde al menos un aminodcido estd reemplazado por un aminodcido modificado y/o un compuesto no aminoacidico,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(2) El compuesto de tipo péptido segin el punto (1) anterior, que comprende (a) una secuencia aminoacidica repre-
sentada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y

(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,

a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoécido delecionado, reemplazado y/o afiadido en
una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(3) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (2) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica seleccio-
nada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8,9, 10, 11, 12,
13, 16, 17, 18, 19, 22 y 23, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(4) Un compuesto de tipo péptido, en el que en un péptido que tiene la actividad de aumentar la concentracién de
ion calcio intracelular y la actividad de inducir secrecién de la hormona de crecimiento, (a) los aminoécidos constitu-
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yentes estan modificados o no modificados y (b) al menos un aminodcido estd reemplazado o no reemplazado por un
compuesto no aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(5) El compuesto de tipo péptido segin el punto (4), que comprende (a) una secuencia aminoacidica represen-
tada en SEQ ID NO: 2 o (b) una secuencia aminoacidica que tiene una cualquiera de las secuencias aminoacidicas
seleccionadas del grupo que consiste en

(1) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 4,
(2) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 5,
(3) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 6,
(4) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 7,
(5) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 8,
(6) secuencia aminoacidica con los aminodcidos 1 a9,y
(7) secuencia aminoacidica con los aminoacidos 1 a 10,

a partir del extremo amino en la secuencia (a) y al menos un aminoécido delecionado, reemplazado y/o afiadido en
una parte fuera de dichas secuencias aminoacidicas, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(6) El compuesto de tipo péptido segiin el punto (4) o (5) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias aminoacidicas representadas por SEQ ID NOS: 3,4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 22 y 23, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(7) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1) a (6) anteriores, donde el aminodcido modificado es un
aminodcido en la 3 posicion a partir del extremo amino o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(8) El compuesto de tipo péptido segin el punto (7), donde el aminodcido en el aminodcido modificado es serina o
cisteina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(9) El compuesto de tipo péptido segtn los puntos (1) a (6) anteriores, que comprende un aminodcido modificado
en el que (a) se ha introducido una cadena alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas atomos de carbono,
en el 4&tomo de carbono en posicién a respecto del aminoédcido via o no via un grupo alquileno que contiene uno o
mas dtomos de carbono y via un enlace éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se ha introducido H o una cadena
alquilica saturada o insaturada, que contiene uno o mas dtomos de carbono, en el d&tomo de carbono en posiciéon @
respecto del aminodcido, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(10) EI compuesto de tipo péptido segtin los puntos (1) a (6) anteriores, que comprende un aminodcido modificado
que estd modificado con un enlace éster, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(11) El compuesto de tipo péptido segin el punto (10) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido
un 4cido graso, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(12) El compuesto de tipo péptido segtn el punto (11) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido un
dcido graso que contiene que contiene 2 a 35 dtomos de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(13) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (12) anterior, que comprende un aminoécido al que estd unido un
acido graso seleccionado del grupo que consiste en dcidos grados que contienen 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18 dtomos
de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(14) El compuesto de tipo péptido segun el punto (13) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido octanoico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(15) El compuesto de tipo péptido segun el punto (13) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido octanoico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(16) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (1) a (15) anteriores, donde el extremo amino estd modificado
con un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que contiene uno o mds dtomos de carbono, y/o un grupo hidroxilo
del grupo carboxilo del extremo carboxi terminal es OZ o NR2R3 donde Z es un catién farmacéuticamente aceptable
o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado, y R2 y R3 son iguales o diferentes y representan H o un grupo alquilo
inferior lineal o ramificado;
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(17) Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16)
anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(18) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida de la
hormona de crecimiento, que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(19) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en
la hormona de crecimiento, que comprende un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(20) Una composicién farmacéutica segtin los puntos (17) a (19) anteriores, que se aplica a animales distintos de
seres humanos;

(21) Un método para el tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de cre-
cimiento, que comprende administrar una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido
descrito en los puntos (1) a (16) anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(22) Un método para el tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende administrar un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(23) El método de tratamiento segtin los puntos (21) a (22), que se aplica a animales distintos de seres humanos;

(24) Un ADN que codifica una secuencia de aminoacidos de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos
(1) a (16) anteriores, que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un péptido que contiene una secuencia
de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en la secuencia de aminoécidos codificados por
dicho ADN;

(25) El ADN segtin el punto (24) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica selec-
cionada del grupo que consiste en las secuencias nucleotidicas representadas en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15,20, 21 y
24,

(26) El ADN segtin el punto (24) anterior, donde la secuencia nucleotidica es una secuencia nucleotidica que
codifica aminodcidos en una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo de secuencias nucleotidicas representadas
en SEQ ID NOS: 6, 7, 14, 15, 20, 21 y 24;

(27) Un vector que comprende un ADN descrito en los puntos (40) a (42) anteriores;
(28) Células que comprenden el vector descrito en el punto (27) anterior;

(29) Células que comprenden un ADN descrito en los puntos (24) a (26) anteriores, donde se puede producir un
compuesto de tipo péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN, como compuesto de tipo
péptido que tiene al menos un aminoacido modificado en dicha secuencia aminoacidica;

(30) Un anticuerpo contra un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores;

(31) Un método para determinar mediante ensayo un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16)
anteriores, que comprende usar el anticuerpo descrito en el punto (30) anterior para detectar el compuesto de tipo
péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores;

(32) Un kit para detectar un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores, que comprende
usar el anticuerpo descrito en el punto (30) anterior para detectar dicho compuesto de tipo péptido;

(33) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores por
la tecnologia de recombinacion de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en
los puntos (24) a (26) anteriores en células hospedadoras capaces de modificar una cadena lateral de al menos un
aminodcido en dicho péptido, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto de tipo
péptido deseado del cultivo;

(34) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores por la
tecnologia de recombinacion de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en los
puntos (24) a (26) anteriores en células, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el com-
puesto de tipo péptido deseado del cultivo, y a continuacién modificar quimicamente un aminoécido arbitrario del
mismo;
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(35) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (11) a (15) anteriores por la
tecnologia de recombinacién de genes, donde el compuesto de tipo péptido se puede producir como un péptido que
tiene un dcido graso unido a un resto de serina en la secuencia aminoacidica representada en SEQ ID NO: 8;

(36) Un método para producir un compuesto de tipo péptido que tiene la actividad de incrementar la concentracién
de ion calcio intracelular y la actividad de inducir secrecién de la hormona de crecimiento, que comprende transformar
un vector que contiene un ADN que codifica un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores
en células, y cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto de tipo péptido deseado del cultivo;

(37) Una composicién farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores en células en un organismo vivo
y expresar un péptido con al menos un aminodcido modificado, teniendo el péptido la actividad de incrementar la
concentracion de ion calcio intracelular;

(38) Un método para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de creci-
miento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica un compuesto de tipo péptido descrito
en los puntos (1) a (16) anteriores en células que tienen un organismo vivo que permite que un péptido que tiene una
secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido como un péptido que tiene una secuencia de ami-
noécidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en dicha secuencia aminoacidica, con lo que se expresa
un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de crecimiento;

(39) Una composicion farmacéutica para terapia génica destinada al tratamiento de enfermedades no atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores en células en un organismo vivo
lo que permite y expresar un péptido con al menos un aminodcido modificado, teniendo el péptido la actividad de
incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(40) Un método para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que codifica una secuencia de aminoécidos de un
compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (16) anteriores en células en un organismo vivo que permite que
un péptido que tiene una secuencia aminoacidica codificada por dicho ADN sea producido como un péptido que tiene
una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido modificable en dicha secuencia aminoacidica,
con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir la hormona de crecimiento.

Especificamente, se describe aqui:

(1) Un compuesto de tipo péptido que tiene la actividad de incrementar la concentracién de ion calcio intracelular,
donde al menos un aminoécido estd reemplazado por un aminodcido modificado y/o un compuesto no aminoacidico,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(2) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1) anterior, que comprende una secuencia de aminodcidos repre-
sentada en SEQ ID NO: 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(3) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (1) anterior, que comprende una secuencia aminoacidica repre-
sentada en SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica en donde en SEQ ID NO. 2, al menos un aminoécido esta
delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una secuencia de aminodcidos 1 a 7 desde el extremo
amino del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(4) Un andlogo o derivado del péptido descrito en el punto (1) anterior, que comprende una secuencia de ami-
noécidos representada en SEQ ID NO: 3 o una secuencia aminoacidica en donde en SEQ ID NO: 3, al menos un
aminodcido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una secuencia de aminodacidos 1 a 7
desde el extremo amino del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(5) Un compuesto de tipo péptido precursor del compuesto peptidico descrito en (3) mds arriba, que comprende
una secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 4 o una secuencia aminoacidica donde en SEQ ID NO:
4, al menos un aminodcido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una secuencia de
aminodacidos 1 a 28 desde el extremo amino del mismo;

(6) Un compuesto de tipo péptido precursor del compuesto peptidico descrito en (4) mas arriba, que comprende
una secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 5 o una secuencia aminoacidica donde en SEQ ID NO:
5, al menos un aminoécido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una secuencia de
aminoacidos 1 a 28 desde el extremo amino del mismo;

(7) Un compuesto de tipo péptido que tiene la actividad de incrementar la concentracién de ion calcio intracelular
y la actividad de inducir secrecion de hormona de crecimiento, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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(8) El compuesto de tipo péptido segun el punto (7) anterior, que tiene la actividad de incrementar la concen-
tracién de ion calcio intracelular y la actividad de inducir secreciéon de hormona de crecimiento y que tiene al
menos un aminodcido reemplazado por un compuesto no aminoacidico, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(9) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (7) a (8) anteriores, que comprende una secuencia de amino4ci-
dos expresada en SEQ ID NO: 1, o un derivado del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(10) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (7) a (8) anteriores, que comprende una secuencia de aminod-
cidos expresada en SEQ ID NO: 2, al menos un aminodacido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte
exterior de una secuencia de los aminodcidos 1 a 7 a partir del extremo amino del mismo, o un derivado del mismo o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(11) El compuesto de tipo péptido segtin los puntos (7) a (8) anteriores, que comprende una secuencia de aminod-
cidos expresada en SEQ ID NO: 3, al menos un aminodcido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte
exterior de una secuencia de los aminoacidos 1 a 7 a partir del extremo amino del mismo, o un derivado del mismo o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(12) Un compuesto de tipo péptido precursor del compuesto de tipo péptido descrito en (10) mds arriba, que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 4 o una secuencia aminoacidica donde en
SEQ ID NO: 4, al menos un aminodcido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una
secuencia de aminoacidos 1 a 28 desde el extremo amino del mismo;

(13) Un compuesto de tipo péptido precursor del compuesto de tipo péptido descrito en (10) mds arriba, que
comprende una secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO: 5 o una secuencia aminoacidica donde en
SEQ ID NO: 5, al menos un aminoédcido estd delecionado, reemplazado y/o afiadido en una parte exterior de una
secuencia de aminoacidos 1 a 28 desde el extremo amino del mismo;

(14) EI compuesto de tupo péptido segtin los puntos (1) a (6) anteriores, en donde el aminodcido modificado es un
aminodcido en la 3 posicion del extremo amino del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable;

(15) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (14), donde el aminoacido en el amino4cido modificado es serina
o cistefna, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(16) El compuesto de tipo péptido segun los puntos (1) a (6) anteriores, en donde la modificacién en el aminodcido
modificado indica la modificacién en el carbono o de dicho aminodcido por (a) una cadena alquilica saturada o
insaturada que contiene uno o mds dtomos de carbono que se une en un modo de enlace seleccionado del grupo
que consiste en éster, éter, tioéster, tioéter, amida o carbamida via o no via una cadena alquilica que contiene uno
0 mds atomos de carbono, o (b) H o una cadena alquilica saturada o insaturada que contiene uno o mas dtomos de
carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(17) El compuesto de tupo péptido segun el punto (1) anterior, que comprende un aminodcido modificado, que estd
modificado con un enlace éster, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(18) El compuesto de tipo péptido segin el punto (17) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido
un 4cido graso, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(19) El compuesto de tipo péptido segin el punto (18) anterior, que comprende un aminodcido al que estd unido
un 4cido graso que contiene 2 a 35 dtomos de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(20) El compuesto de tipo péptido segtn el punto (18) anterior, en donde el dcido graso unido es dcido caprilico,
un 4cido graso monoénico del mismo o un dcido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo;

(21) El compuesto de tipo péptido segin el punto (18) anterior, donde el 4cido graso unido es 4cido caprico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(22) El compuesto de tipo péptido segtin el punto (18) anterior, donde el dcido graso unido es dcido ldurico, un
dcido graso monoénico del mismo o un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo;

(23) El compuesto de tipo péptido segun los puntos (1) a (22) anteriores, donde el extremo amino estd modifi-
cado con un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que contiene uno o mas dtomos de carbono, y/o el extremo
carboxi terminal es OZ o NR2R3 donde Z es un catién farmacéuticamente aceptable o un grupo alquilo inferior li-
neal o ramificado, y R2 y R3 son iguales o diferentes y representan H o un grupo alquilo inferior lineal o ramifi-
cado;
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(24) Una composicion farmacéutica para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la
hormona de crecimiento, que comprende un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como ingrediente activo;

(25) Una composicién farmacéutica para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en
la hormona de crecimiento, que comprende un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(26) Una composicion farmacéutica segtin los puntos (24) a (25), que se aplica a animales distintos de seres
humanos;

(27) Un método para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de crecimien-
to, que comprende administrar una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de tipo péptido descrito
en los puntos (1) a (6) anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como un ingrediente activo;

(28) Un método para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende administrar un un agente para tratar enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida
en la hormona de crecimiento y un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(29) El método de tratamiento segtin los puntos (27) a (28), que se aplica a animales distintos de seres humanos;

(30) UN ADN para un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6), que comprende una secuencia
de ADN que codifica un péptido que tiene una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminoécido
modificable en dicha secuencia aminoacidica;

(31) El ADNCc segtn el punto (30) anterior, que comprende una secuencia de ADN representada en SEQ ID NO: 6
(incluyendo NCR);

(32) El ADNc segtin el punto (30) anterior, que comprende una secuencia de ADN de bases 31 a 381 en una
secuencia de ADN representada en SEQ ID NO:6 (sin incluir NCR);

(33) El ADNCc segtin el punto (30) anterior, que comprende una secuencia de ADN representada en SEQ ID NO: 7
(incluyendo NCR);

(34) El ADNc segtin el punto (30) anterior, que comprende una secuencia de ADN de bases 34 a 385 en una
secuencia de ADN representada en SEQ ID NO:7 (sin incluir NCR);

(35) Un vector que comprende un ADN descrito en los puntos (30) a (34) anteriores;
(36) Células que comprenden el vector descrito en el punto (35) anterior;

(37) Células que comprenden un vector que contiene un ADN descrito en los puntos (30) a (34) anteriores, donde
un compuesto de tipo péptido que tiene una secuencia de aminodcidos codificada por dicho ADN se puede producir
como un compuesto de tipo péptido que tiene una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminodcido
modificable en dicha secuencia de aminoacidos;

(38) Un anticuerpo contra un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (23) anteriores;

(39) Un método para detectar mediante ensayo un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (23)
anteriores, que comprende usar el anticuerpo descrito en el punto (38) anterior para detectar el compuesto de tipo
péptido;

(40) Un estuche para detectar un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (23) anteriores, que
comprende usar el anticuerpo descrito en el punto (38) anterior para detectar el compuesto de tipo péptido;

(41) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores por tecnolo-
gia de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en el punto (30)
anterior en células hospedadoras capaces de modificar una cadena lateral de al menos un aminoécido en dicho péptido,
después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto de tipo péptido deseado del cultivo;

(42) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores por tecnolo-
gia de recombinacién de genes, que comprende transformar un vector que contiene un ADN descrito en el punto
(30) anterior en células hospedadoras, después cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el com-
puesto de tipo péptido deseado del cultivo, y a continuacién modificar quimicamente un aminodcido arbitrario del
mismo;
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(43) Un método para producir un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (18) a (22) anteriores por
tecnologia de recombinacion de genes, que comprende usar células que permiten que el compuesto de tipo péptido
sea producido como un péptido que tiene un dcido graso unido a un resto de serina en la secuencia de aminodcidos
expresada en SEQ ID NO: 1;

(44) Un método para producir un compuesto de tipo péptido que tiene la actividad de incrementar la concentracién
de ion calcio intracelular y la actividad de secretar hormona de crecimiento, que comprende transformar un vector que
contiene un ADN que codifica un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (7) a (13) anteriores en células
hospedadoras, cultivar las células transformadas resultantes y recuperar el compuesto deseado del cultivo;

(45) Una composicién farmacéutica para terapia génica destinado a tratamiento de enfermedades atribuibles a un
defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN codificante
de una secuencia aminoacidica de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores en células
en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminoacido modificado, teniendo el péptido la actividad
de incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(46) Un método para tratamiento de enfermedades atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de creci-
miento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN codificante de una secuencia aminoacidica de un
compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores en células en un organismo vivo que permiten
que un péptido que tiene una secuencia de aminoécidos codificada por dicho ADN sea producido como un péptido
que tiene una secuencia de aminoacidos que reconoce al menos un aminoacido modificable en dicha secuencia de
aminodcidos, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir hormona de crecimiento;

(47) Una composicioén farmacéutica para terapia génica destinada a tratamiento de enfermedades no atribuibles a
un defecto o una caida en la hormona de crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN que
codifica una secuencia de aminodcidos de un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (a) a (6) anteriores en
células en un organismo vivo y expresar un péptido con al menos un aminoacido modificado que tiene la actividad de
incrementar la concentracion de ion calcio intracelular;

(48) Un método para tratamiento de enfermedades no atribuibles a un defecto o una caida en la hormona de
crecimiento, que comprende integrar un vector que contiene un ADN codificante de una secuencia aminoacidica de
un compuesto de tipo péptido descrito en los puntos (1) a (6) anteriores en células en un organismo vivo que permiten
que un péptido que tiene una secuencia de aminoécidos codificada por dicho ADN sea producido como un péptido
que tiene una secuencia de aminodcidos que reconoce al menos un aminoicido modificable en dicha secuencia de
aminodcidos, con lo que se expresa un péptido que tiene la actividad de inducir hormona de crecimiento.

Tal como se usa aqui, el amino4cido incluye todos los aminoacidos tales como L-aminoacidos, D-aminoécidos, a-
aminodcidos, S-aminoécidos, y-aminodcidos, aminodcidos naturales y aminodcidos sintéticos o similares.

En la presente invencién, el aminodcido modificado se refiere a un aminoédcido como se define en las reivindica-
ciones. Cuando el aminoécido se representa por la férmula (1):

R’
|

H,;N— C—~COOH
R#

R’ y R” en el aminoicido modificado quimicamente pueden ser H o un grupo de acuerdo con las reivindicaciones.

Un aminoécido en el que como grupo sustituyente representado por R’ y R”, un grupo sustituyente presente en el
aminodcido natural se reemplaza por un grupo sustituyente no presente en el aminodcido natural o en su D-aminodcido
correspondiente, se denomina amino4cido modificado.

Cuando el aminodcido natural contiene, por ejemplo, -OH, como grupo sustituyente en una cadena lateral del
mismo, se dice que un ejemplo preferido del grupo sustituyente mencionado anteriormente es un grupo formado por
acilacion de dicho grupo sustituyente.

El grupo acilo incluye, por ejemplo, grupos formados retirando un grupo hidroxilo de un acido carboxilico orgéani-
co.

El 4cido carboxilico orgénico incluye, por ejemplo, dcidos grasos, y el nimero de dtomos de carbono del mismo
es preferiblemente de 2 a 35, mds preferiblemente de 6 a 18 y ain mds preferiblemente de 8 a 16. Estos dcidos
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grasos incluyen, por ejemplo, dcido octanoico (preferiblemente 4cido caprilico), dcido decanoico (preferiblemente
dcido cdprico) y dcido dodecanoico (preferiblemente dcido ldurico), asi como dcidos grasos monoénicos y poliénicos
de los mismos.

El modo de enlace se describe con mas detalle.

Por ejemplo, si el aminodcido es serina, treonina, tirosina u oxiprolina, el aminoécido tiene un grupo hidroxilo en
la cadena lateral.

El grupo hidroxilo puede haberse modificado quimicamente. Es decir, el grupo hidroxilo puede estar esterificado

El grupo hidroxilo modificado quimicamente de esta manera puede representarse, por ejemplo, por:
O
il
—0—C—Z; .

En la férmula anterior, Z, puede ser cualquier grupo sustituyente para la modificacién quimica siempre que no
vayan en contra de la definicién en las reivindicaciones, pero como los grupos sustituyentes usados convencionalmente
en un campo farmacéutico o para la modificacién quimica de péptidos son bien conocidos en la bibliografia de patente
o en la bibliografia cientifica, pueden usarse estos grupos sustituyentes conocidos para la modificacién y, de acuerdo
con tales métodos conocidos, puede realizarse la modificacion quimica en la presente invencion.

En las férmulas anteriores, Z, puede ser un grupo alquilo de cadena lineal, ramificada o ciclica, y dicho grupo
alquilo puede estar saturado o insaturado. El nimero de dtomos de carbono del mismo es normalmente C,_s,, preferi-
blemente Cq_y.

Los grupos alquilo representados por Z,, Z,, Zs, Z4, Zs, Zs, Z7 0 Zg pueden estar sustituidos con grupos sustituyentes
tales como un grupo hidroxilo, grupo amino, halégeno, grupo nitro y grupo alcoxi C,_3, que se usan convencionalmente
para la modificacién quimica de péptidos.

En lo anterior, si Z;-CO- es un resto del dcido graso Z;-COOH, esto es un ejemplo del aminodcido al que se ha uni-
do un 4cido graso. El dcido graso en este caso incluye, por ejemplo, un 4cido graso saturado tal como 4cido caprilico,
dcido caprico, 4cido laurico, 4cido butirico, acido caproico, dcido undecilico, dcido palmitico, dcido decanoico, dcido
nonadecanoico, 4cido behénico, dcido montdnico, 4cido lacérico y un dcido graso insaturado tal como 4cido acrilico,
dcido oleico, dcido lindlico, 4cido linolénico y 4cido aateardlico. El dcido graso insaturado puede ser un monoeno o
un polieno.

Ademais, el aminodcido modificado también puede ser un @-aminoacido formado reemplazando un grupo (exclu-
yendo un grupo carboxilo y un grupo amino que constituye un enlace peptidico) de unién al 4tomo de carbono @ del
a-aminoécido por un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo saturado o insaturado.

En la presente invencidn, el aminodcido modificado también puede ser un aminodcido formado introduciendo un
grupo alquilo C,_¢ saturado o insaturado en el grupo amino del amino4cido.

El aminodcido no natural descrito aqui es el que tiene un grupo amino y un grupo carboxilo en los dos extremos
de la molécula, e incluye por ejemplo NH,-(CH,);CH(CH,OH)-COOH, NH,-(CH,),-COOH, NH,-C(CH;),-(CH,);-
COOH y NH,-CH(CHj;)-(CH,),-CH(CHj;)-COOH. La longitud de su cadena molecular corresponde a la longitud de
un dipéptido, pero el aminodcido no natural de la presente invencién también incluye los que tienen la longitud de un
péptido.

Ademds, el compuesto no aminoacidico descrito aqui incluye, por ejemplo, NH,-CH(CH,OH)-CH;, CH;-CH(R)-

COOH, CH;-CH(R)-CH; donde la longitud de la molécula corresponde a la longitud de un péptido, o NH,-(CH,);CH
(CH,OH)-CH; y NH,-(CH,);CH(R)-CHj; donde la longitud de la molécula corresponde a la longitud de un dipéptido.

Aqui, R representa un grupo sustituyente en una cadena lateral del aminodcido natural o en el carbono « del
aminodcido modificado mencionado anteriormente.
Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la purificacién de grelina a partir de extracto de estdmago de rata, y el cambio de intensidad de
fluorescencia por un aumento de la concentracion de ion calcio intracelular en células CHO-GHSR62 se muestra por

la barra negra. La Fig. 1a muestra un perfil de exclusién molecular de Sephadex G-50 (fina) de una fraccién de SP-
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IIT preparada a partir de 40 g de estémago de rata, para indicar que el peso molecular de las fracciones activas es de
aproximadamente 3.000 Dalton. La Fig. 1b es un grafico que muestra un perfil en la HPLC de intercambio i6nico de
CM secundaria y las fracciones activas eluidas a tiempos de retencién de 55 a 56 minutos se purificaron adicionalmente
por HPLC de fase inversa.

La Fig. 2 demuestra que se identificé la modificacion de grelina con N-octanoilo. La Fig. 2a muestra el resultado
del anélisis de 2 ug de grelina natural (superior) y grelina sintética y grelina desacilada sintética (inferior) por HPLC
de fase inversa. La Fig. 2b es un gréfico que muestra cambios en la concentracién de ion calcio intracelular en célu-
las CHO-CHSR®62 por grelina natural (linea continua), grelina sintética (linea de trazos cortos) y grelina desacilada
sintética (linea de trazos largos).

La Fig. 3 es un grafico que muestra la interaccién especifica de la grelina con células CHO-GHSR62, y la grelina se
afiadi6 en el momento indicado por la punta de flecha. La Fig. 3a es un grafico que muestra cambios en la concentracién
de ion calcio intracelular en células CHO-GHSR62 por grelina, GHRP-6 y GRF (GHRH), respectivamente. La Fig. b
es un grafico que muestra cambios en la concentracion de ion calcio intracelular en células CHO-GHSR62 por grelina
en presencia (O) o en ausencia (@) de [D-Lys-3]-GRP-6, y también se muestra un cambio en la concentracién de ion
calcio intracelular por GRF (GHRH) (tridngulo negro).

La Fig. 4 muestra las secuencias aminoacidicas de precursores de grelina procedentes de rata y de ser humano, asi
como el resultado del andlisis de expresion de estos precursores en diversos tejidos. La Fig. 4a muestra la comparacién
entre las secuencias aminoacidicas de precursores de grelina procedentes de rata y de ser humano, donde el mismo
aminodcido estd sombreado, el péptido sefial estd indicado por la linea de trazos, el sitio de escision del péptido seal
estd indicado por el tridngulo sombreado, el sitio de escision en el lado del extremo carboxilo estd indicado por el
tridngulo, el resto de grelina maduro estd en un recuadro y la modificacién con dcido n-octanoico estd indicada por *.
La Fig. 4b muestra el resultado de andlisis de la expresién de grelina en una amplia diversidad de tejidos de rata por
transferencia de Northern.

La Fig. 5 es un gridfico que muestra el efecto de la grelina in vitro e in vivo sobre la secrecién de hormonas de
la pituitaria. La Fig. 5a es un grafico que muestra el cambio en intensidad de fluorescencia por un cambio en la
concentracién de ion calcio intracelular en células cultivadas de pituitaria de rata en una fase inicial, donde el cambio
tras la adicién de grelina se indica por la linea continua y el cambio tras la adicién de grelina desacilada por la linea
de trazos. La Fig. 5b es un gréifico que muestra la secrecién de hormonas de la pituitaria, donde la barra negra y la
barra blanca muestran las concentraciones de niveles de hormona de la pituitaria en presencia y ausencia de grelina,
respectivamente. La Fig. 5c es un grifico que muestra la evolucién a lo largo del tiempo de la concentracién de
hormona de la pituitaria en plasma después de inyectar grelina por via intravenosa a ratas macho. En las Fig. 5b y Sc,
GH es hormona del crecimiento, ACTH es adrenocorticotropina, FSH es hormona estimuladora del foliculo, LH es
hormona luteinizante, PRL es prolactina y TSH es hormona estimuladora del tiroides.

La Fig. 6 muestra la promocién del apetito tras la administracién de grelina en el ventriculo, mostrandose la
cantidad de alimento consumido (media + error tipico) durante 2 horas después de la administraciéon de grelina. La
Fig. 6a demuestra que el intervalo de error para el efecto de la grelina es menor de 0,0001.

La Fig. 7 muestra el efecto de un farmaco administrado a ratas anestesiadas con uretano sobre la secrecién de dcido
gastrico, mostrando A y B los resultados de la administracién de grelina de rata (rGrelina) e histamina, respectivamen-
te. Cada simbolo indica un valor medio de 4 ratas, y el error tipico se muestra por una barra de error. Como control, se
administré solucién fisiolégica salina. El farmaco se administré en el momento indicado por la punta de flecha.

La Fig. 8 es un grafico que muestra la accién de la grelina de rata sobre la motilidad del estémago en ratas anes-
tesiadas con uretano. La Fig. 8 A muestra ondas tipicas de motilidad del estémago tras la administracién de solucién
fisiol6gica salina y grelina de rata (rGrelina), y la Fig. B es un grafico que muestra un valor medio de 4 ratas junto con
el error tipico. El farmaco se administré en el momento indicado por la punta de flecha.

La Fig. 9 es un gréafico que muestra una curva patrén en radioinmunoensayos y la reactividad cruzada con anticuer-
po. La Fig. 9a es un gréfico que muestra la inhibicién de la unién, por diversas grelinas, de grelina de rata marcada con
125T a un anticuerpo contra un fragmento de grelina amino-terminal, y la Fig. 9b es un gréfico que muestra la inhibicién
de la unidn, por diversas grelinas, de grelina de rata marcada con '*I a un anticuerpo contra un fragmento de grelina
carboxilo-terminal. En las abscisas se muestra la cantidad de diversas grelinas/tubo de reaccién, mientras que en las
ordenadas se muestra la relacién (%) entre la cantidad (B) de grelina de rata unida en presencia de diversas grelinas
y la cantidad de la misma (B,) en ausencia de las diversas grelinas. Los simbolos de los graficos son los siguientes:
grelina de rata (O); grelina humana (®); grelina de rata-27 (0O); [Ser3(decanoil)]-grelina de rata (<); [Ser3(hexanoil)]-
grelina de rata (A); y grelina de rata sin dcidos grasos (V).

Mejor modo para realizar la invencion
Para que un péptido sirva como ligando endégeno para el receptor de GHS (GHS-R), la distribucién del ligando
enddgeno en drganos o tejidos puede conocerse afadiendo un extracto de diversos 6rganos o tejidos a células que

expresan GHS-R y midiendo la concentracién de ion calcio intracelular.
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Las células que expresan GHS-R incluyen cepas derivadas del hipotdlamo y de la glandula pituitaria que se sabe
que expresan GHS-R de manera constante y sus tejidos, pero preferiblemente son células adecuadas, tales como células
CHO, transformadas en las que se ha introducido el gen GHS-R, y que expresan el gen.

La fuerte actividad de liberacién de Ca del péptido GHS endégeno de la presente invencidn no se encontrd en
el hipotdlamo ni en la gldndula pituitaria que expresan el péptido, sino en un extracto de estdmago como 6rgano
del sistema digestivo. Por lo tanto, es necesario examinar no sélo los tejidos y érganos que expresan dicho receptor,
sino también una amplia diversidad de tejidos y érganos distintos para encontrar el ligando endégeno deseado para el
receptor huérfano.

La concentracién de ion calcio intracelular puede medirse por cualquier método conocido en la técnica, preferible-
mente por medio de FLIPR (Lector de Placas de Imagenes Fluorescentes, Molecular Devices Co., Ltd.) utilizando el
cambio en la intensidad de fluorescencia de Fluo-4 AM (Molecular Probe Co., Ltd.) producido por un cambio en la
concentracion de iones de calcio.

Para obtener el péptido GHS enddégeno deseado a partir de tejidos y 6érganos que se ha confirmado que presentan
la actividad de liberacién de Ca, puede usarse cualquier método de purificacién conocido en la técnica.

Como método de purificacion del péptido, es eficaz usar individualmente o en combinacién técnicas cromatografi-
cas de exclusion molecular, de intercambio i6nico y de fase inversa después de una amplia diversidad de métodos de
fraccionamiento, o usar dichas técnicas por separado, pero es posible usar no sélo estas técnicas cromatograficas, sino
también cualquier medio eficaz para la purificacion del péptido.

Para el aislamiento y purificaciéon del péptido a partir de los tejidos y 6rganos, se desea la inactivacion de las
proteasas en los tejidos y érganos por tratamiento térmico en agua hirviendo para prevenir la degradacién del péptido
deseado por la accion de las proteasas. También son eficaces el tratamiento térmico y la eliminacién de los tejidos y
organos con refrigeracion en hielo para la extraccion y purificacioén del péptido deseado.

Para confirmar que el péptido purificado que tiene la actividad de liberacién de Ca tiene actividad inductora de la
secrecién de GH in vitro e in vivo, puede utilizarse un método conocido.

Por ejemplo, la GH secretada en un medio de cultivo de células de gldndula pituitaria que se ha confirmado que
secretan GH y expresan GHS-R puede medirse in vitro en radioinmunoensayos afladiendo anticuerpo anti-GH a las
células. Usando un anticuerpo contra otra hormona en lugar del anticuerpo anti-GH en radioinmunoensayos, también
puede medirse la cantidad de dicha hormona secretada.

Ademds, la actividad inductora de la secrecion de GH in vivo puede confirmarse inyectado el péptido que tiene
actividad de liberaciéon de Ca en una vena periférica de un animal y después midiendo la concentracién de GH en
suero.

Para analizar la estructura del péptido purificado, puede usarse un método conocido.

Para determinar la secuencia aminoacidica del péptido, existe un método en el que se liberan secuencialmente
restos aminoacidicos del extremo carboxilo por degradacién de Edman, seguido de la identificacién de los aminodcidos
liberados por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), asi como una versién automdtica de este método por
un secuenciador de amino4cidos.

También existe un método para determinar la secuencia aminoacidica midiendo los pesos moleculares de fragmen-
tos ionizados por GC-MASS.

En el caso del péptido que contiene aminoacidos modificados en un aspecto de la presente invencion, el aminoacido
modificado se identifica como “aminodcido desconocido” tras la determinacién de la secuencia aminoacidica.

En este caso, el péptido modificado se descompone en unidades de aminodcidos de las cuales se separa y purifica
el aminoédcido modificado, y la estructura del aminodcido modificado se determina de una manera habitual para de-
terminar la estructura del compuesto, con lo que puede conocerse la estructura entera del péptido. Como alternativa,
existe un método en el que el péptido se obtiene a partir de un ADNc que codifica el péptido modificado, después se
sintetiza quimicamente un péptido que tiene la secuencia aminoacidica del péptido resultante y las propiedades fisicas
y el peso molecular del péptido no modificado sintético se comparan con las del péptido modificado para estimar la
estructura del grupo modificado.

Una secuencia aminoacidica parcial (secuencia central) que, en el péptido determinado estructuralmente de esta
manera, es esencial para la actividad de liberacién de Ca se revela midiendo la actividad de liberacién de Ca de cada
fragmento peptidico formado por escision de dicho péptido con una proteasa.

La proteasa usada serd una proteasa muy especifica para la secuencia aminoacidica del péptido a escindir, pero tam-
bién puede usarse una proteasa poco especifica en condiciones de digestion parcial para preparar diversos fragmentos
peptidicos a partir de dicho péptido.
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Midiendo la actividad de liberacién de Ca de cada fragmento peptidico preparado de esta manera, puede conocerse
una secuencia central esencial para la actividad de liberacion de Ca.

En el péptido inductor de la secrecién de GH enddgena, la tercera serina del extremo amino se ha acilado con un
dcido graso, y también es posible sintetizar quimicamente un fragmento peptidico que tenga una parte de la secuencia
aminoacidica del péptido inductor de la secrecién de GH enddgena, asi como un péptido modificado con 4cido graso
que comprende un 4cido graso unido a través de un enlace éster a la cadena lateral de serina en dicho fragmento
peptidico.

Usando dicho fragmento peptidico, puede analizarse con detalle el péptido inductor de la secrecién de GH en-
dégena. Simultdneamente, el tipo de dcido graso necesario para la actividad de liberacion de Ca puede determinarse
comparando los fragmentos peptidicos modificados con diversos dcidos grasos.

Por ejemplo, en el péptido inductor de la secrecién de GH endégena procedente de algunas especies de Xenopus
laevis, un resto aminoacidico en la tercera posicién desde el extremo amino no es serina sino treonina, y dicha treonina
se ha acilado con un 4cido graso, pudiendo también sintetizarse este compuesto de tipo péptido y pudiendo analizarse
dicho compuesto con detalle.

Comparando las secuencias aminoacidicas de los péptidos que tienen una actividad de induccién de la secrecién
de GH en vertebrados, puede encontrarse una regién ampliamente conservada en vertebrados, y partir de la secuencia
aminoacidica de dicha regi6én, puede encontrarse una secuencia central esencial para la actividad inductora de la
secrecion de GH.

Se sintetiza quimicamente un ADN con una secuencia de nucleétidos deducida a partir de la secuencia aminoacidi-
ca del péptido inductor de la secrecién de GH endégena y este ADN se usa como sonda para investigar una biblioteca
de ADNCc preparada a partir de ARNm en células que expresan dicho péptido, con lo que puede obtenerse un ADNc
que codifica dicho péptido.

Sin embargo, un codén correspondiente a un aminodcido estd degenerado aumentando de esta manera el nimero
de secuencias de nucledtidos deducidas a partir de la secuencia aminoacidica del péptido, de forma que la seleccién
por medio del uso de un cierto ADN sintético consistente en diversos tipos de estas secuencias de nucle6tidos como
sonda puede ser dificil.

En este caso, si una secuencia de acuerdo con la secuencia aminoacidica de dicho péptido estd presente en secuen-
cias aminoacidicas deducidas a partir de la secuencia de nucle6tidos de una secuencia marcadora expresada (EST)
descrita en una base de datos de secuencias, puede sintetizarse un ADN consistente en una parte de la secuencia de
nucleétidos de EST y usarse para investigar la biblioteca de ADNCc anterior.

Ademads, puede obtenerse un ADN gendmico de la manera habitual a partir del ADNc.

A partir de la secuencia de nucleétidos del ADNc obtenido de esta manera, se revela la secuencia aminoacidica de
un polipéptido precursor del péptido inductor de la secrecién de GH enddgena.

Analizando dicha secuencia aminoacidica, se revelan el péptido sefial, el péptido inductor de la secrecion de GH
endégena, otros restos peptidicos y sitios de escision de estos péptidos, revelandose de esta manera el mecanismo de
formacién del péptido de induccién de la secrecion de GH enddgena.

En la descripcion de la Solicitud de Patente Internacional WO 98/42840 se describen otros aspectos de la presente
invencidn, es decir, una secuencia aminoacidica parcial del péptido inductor de la secrecién de GH enddgena, la
secuencia aminoacidica de un polipéptido precursor de dicho péptido y la secuencia de nucle6tidos de un ADN que
codifica dicho polipéptido, pero el péptido descrito en este documento es un péptido consistente en 14 aminoacidos
que tiene una actividad de tipo motilina, y no hay ninguna descripcién en el documento mencionado de la actividad de
aumento de la concentracién de Ca y la actividad de induccién de la secrecién de GH descrita en la presente invencion.

El compuesto de tipo péptido descrito aqui se refiere a un péptido que tiene la actividad de aumentar la concen-
tracién de ion calcio intracelular, que se representa por la féormula (2) presentada mas adelante donde al menos un
aminodcido se reemplaza por un aminoacido modificado; un andlogo peptidico del mismo donde al menos un ami-
noécido se reemplaza por un no aminodcido; y un derivado peptidico del mismo donde se ha modificado el extremo
amino y/o el extremo carboxilo.

Como se usa aqui, el péptido, andlogo peptidico y derivado peptidico descrito anteriormente se denominan colec-
tivamente compuesto de tipo péptido.

En el compuesto de tipo péptido, una pluralidad de aminoacidos pueden reemplazarse por aminodcidos modificados
y/o no aminoécidos. En la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 2, en la presente invencion es preferible
que normalmente uno o mds aminodcidos del 1° al 10° aminoécido desde el extremo amino, preferiblemente del 1¢
al 4° aminodacido o del 1°" al 5° aminoacido desde el extremo amino se reemplacen por aminoacidos modificados
y/o no aminodcidos. Es particularmente preferible que los aminodcidos 1° a 5° estén reemplazados por aminodcidos
modificados y/o no aminodcidos.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2335235 T3

En la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 2, pueden afiadirse o delecionarse uno o mas aminodcidos
fuera del 1° al 4° aminodcido, preferiblemente del 1°" al 6° aminoédcido y mds preferiblemente del 1° al 10° aminoécido
desde el extremo amino.

El compuesto de tipo péptido descrito aqui preferiblemente es un compuesto peptidico que tiene la actividad de
aumentar la concentracion de ion calcio intracelular e induce la secrecién de hormona del crecimiento in vivo, donde
al menos un aminodcido se ha reemplazado por un aminodcido modificado y/o un compuesto no aminoacidico.

Es decir, el compuesto de tipo péptido de la presente invencién es un compuesto de tipo péptido que tiene la
actividad de aumentar la concentracién de ion calcio intracelular y/o la accién de inducir la secreciéon de hormona del
crecimiento in vivo, donde un aminoécido de la cadena peptidica se ha reemplazado por un aminodcido modificado
y/o un compuesto no aminoacidico.

Los ejemplos del compuesto incluyen los compuestos en los que en el péptido mostrado en la SEQ ID N*: 1,2 6
3, un grupo hidroxilo del aminoécido Ser 3 estd acilado, los compuestos en los que en el péptido mostrado en la SEQ
ID N° 4 6 5, un grupo hidroxilo del 25° aminodcido Ser estd acilado, o sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos.

Otros ejemplos incluyen los compuestos en los que en el péptido mostrado en la SEQ ID N°: 10, 11, 16 6 17, un
grupo hidroxilo del aminodcido Ser 3 estd acilado, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros ejemplos incluyen los compuestos en los que, en el péptido mostrado en la SEQ ID N°: 22, 25, 26 6 27, un
grupo hidroxilo del aminodacido Ser 3 estd acilado, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros ejemplos incluyen los compuestos en los que, en el péptido mostrado en la SEQ ID N°: 29, 30 0 31, un grupo
hidroxilo del aminodcido Ser 3 estd acilado, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros ejemplos incluyen los compuestos en los que, en el péptido mostrado en la SEQ ID N°: 28, un grupo hidroxilo
del aminoécido Thr 3 esta acilado, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El grupo acilo introducido en un grupo hidroxilo por acilacién en la presente invencién es un grupo formado
retirando un grupo hidroxilo, por ejemplo, de un dcido carboxilico orgdnico, un 4cido sulfénico orgdnico o un dcido
fosférico orgénico.

El 4cido carboxilico orgdnico incluye, por ejemplo, dcidos grasos, y el nimero de atomos de carbono del mis-
mo, preferiblemente, es de aproximadamente 2 a 35, mds preferiblemente de aproximadamente 6 a 18, y ain mas
preferiblemente de aproximadamente 8 a 16. Estos acidos grasos incluyen, por ejemplo, dcido octanoico (preferible-
mente 4cido caprilico), 4cido decanoico (preferiblemente acido caprico), y dcido dodecanoico (preferiblemente acido
laurilico [sic: 4cido l4urico]), asi como sus 4cidos grasos monoénicos o poliénicos.

En el 4cido sulfénico orgdnico o el dcido fosfdrico organico, el niimero de dtomos de carbono es preferiblemente
de aproximadamente 2 a 35.

También se describe aqui cualquier compuesto de tipo péptido o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,
que incluyen la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 1, donde un grupo hidroxilo de la 3* Ser estd
acilado.

Es decir, también se describe aqui cualquier compuesto de tipo péptido o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo, incluyendo péptidos modificados con dcidos grasos, en el que un grupo hidroxilo de la 3* Ser est4 acilado en la
secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 8, preferiblemente la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ
ID N°: 1 y mas preferiblemente la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 9.

Ademais, también se describe aqui cualquier compuesto peptidico o sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
incluyendo péptidos modificados con dcidos grasos, en el que un grupo hidroxilo de la Thr 3 estd acilado en la
secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 8, preferiblemente la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ
ID N°: 1 y més preferiblemente una secuencia aminoacidica en la que, en la secuencia aminoacidica indicada en la
SEQ ID N°: 9, el resto aminoacidico serina en la 3% posicién desde el extremo amino se convierte en treonina.

Ademéds, aqui se describe un compuesto o sales farmacéuticamente aceptables representadas por la férmula (2):

X-AA1-AA2-AA3-Y (2)

en la que X es un resto que corresponde a un atomo de hidrégeno en un grupo amino del aminodcido amino-
terminal y representa H o un grupo alquilo o acilo saturado o insaturado que contiene uno o mds dtomos de carbono;
Y es un resto que corresponde a un grupo hidroxilo en un grupo @-carboxilo del aminoacido carboxilo-terminal y
representa OH, OZ o NR6R7, con lo cual Z es un catién farmacéuticamente aceptable o un grupo alquilo inferior
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lineal o ramificado; y R6 y R7 pueden ser iguales o diferentes y representan H o un grupo alquilo inferior lineal o
ramificado.

Aqui, AAT representa:

n

dondenes 162, R, yR,” pueden ser iguales o diferentes y representan hidrégeno o un grupo sustituyente, con la
condicion de que cuando n es 2, los dos grupos sustituyentes R; pueden ser iguales o diferentes; esto también se aplica
aR,’.

Los ejemplos del grupo sustituyente incluyen (1) una cadena alquilo saturada o insaturada que contiene uno o mas
atomos de carbono que se une, en un modo de enlace seleccionado entre el grupo que consiste en éster, éter, tioéster,
tioéter, amida y carbamida a través o no de una cadena alquilo que contiene uno o mds adtomos de carbono, (2) H o
una cadena alquilo saturada o insaturada que contiene uno o mas atomos de carbono, y (3) una cadena lateral de un
aminodcido natural.

Ademés, el grupo sustituyente puede ser una cadena alquilo saturada o insaturada que contiene uno o mas 4tomos
de carbono, que se une a través de un enlace disulfuro o tiocarbamida a través o no de una cadena alquilo que contiene
uno o més 4tomos de carbono.

AAZ2 representa:
R
!
— N____,,(lj—..-co —
R,

donde R, y R;’ tienen los mismos significados que se han definido anteriormente, y R, representa H o un grupo
alquilo saturado o insaturado que contiene de 1 a 6 dtomos de carbono, o AA2 representa -CH,-CH(R,)-CH,- o -CH,-
CH(R,)-CO- con lo que R, tiene el mismo significado que se ha definido anteriormente.

AA3 representa:

[=4

CO

2
b e O B "

donde m es un nimero entero de 1 o més, y R;, R;” y R, tienen los mismos significados que se han definido
anteriormente, con la condicién de que cuando m es un nimero entero de 2 o mds, los dos grupos sustituyentes R,
puedan ser iguales o diferentes; esto también se aplica aR;” y R,.

El alquilo saturado o insaturado que contiene uno o mas atomos de carbono, que se representa por X, es preferible-

mente alquilo C,_,, tal como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, s-butilo, t-butilo, n-heptilo, n-hexilo, n-decilo,
vinilo, propanilo o hexenilo.
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El acilo representado por X incluye acilo de 4cido carboxilico C;_j, tal como formilo, acetilo, propionilo o benzoilo,
o acilo de 4cido sulfénico C,_;; tal como bencenosulfonil naftaleno sulfonilo o similares.

El grupo representado por R; o R;’ es preferiblemente un grupo representado, por ejemplo, por la férmula (2):
-(CH,),-P-Q @

(en la que n es un niimero entero de 0 a 10, P es -CO-O-, -O-CO-, -O-, -CO-S-, -CS-S-, -S-CO-, -S-, -CO-NH-,
-NH-CO- o0 -CO-NH-CO-, Q es H o alquilo C,_,, representado por X descrito anteriormente). Ademds, P también
puede ser -CO-.

Ademds, P puede ser -S-S- o -NH-CS-. En cada -NH- descrito anteriormente, H puede reemplazarse por un grupo
alquilo C,_35 saturado o insaturado, un grupo arilo Cs_,, 0 un grupo aralquilo C;_;.

Mas preferiblemente, P es: -CO-O-, -CO-, -O-, -S-, -S-S-, -CO-S-, -CO-NH-, -NH-CO- o -NH-CS-.
El grupo representado por R, o R;” puede ser un grupo que tiene Q unido directamente a -(CH,),, no a través de P.

Se prefiere que el grupo alquilo inferior representado por Z, Rs 0 R; sea alquilo C,_4 tal como metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, n-butilo, s-butilo, t-butilo, i-butilo, n-pentilo o n-hexilo.

En lo sucesivo, se describen compuestos.

(1) Ejemplos preferidos de AA1: (A) aminodcidos o péptidos tales como Ser, Gly-Ser o -NH-(CH,); CH(CH,OH)
CO- donde un resto de enlace peptidico entre dos restos aminoacidicos es -(CH,),- y (B) aminas primarias, por ejem-
plo -NH-(CH,);CH(CH,OH)CH,- donde un resto de enlace peptidico entre dos aminodcidos es -(CH,),-; -NH-(CH,);
CH(R,)CH,- donde un resto de enlace peptidico entre dos aminodcidos es -(CH,),-, donde R, tiene los mismos signi-
ficados que se han definido anteriormente; y -NH-CH(CH,OH)CH,-.

Como aminoécidos o péptidos (A), también pueden darse como ejemplos NH,-(CH,),-COOH, NH,-C(CHj;),-
(CH,);-COOH y NH,-CH(CHj;)-(CH,),-CH(CH;)-COOH.

(2) Ejemplos preferidos de AA2: (A) aminodcidos tales como Ser, homoSer, Cys, homoCys, Asp, Glu, Lys, Ala,
Val, Leu, homoLeu, Ile, homolle, ornitina, 4cido aminoadipico, metionina, etionina, butionina y S-metilcisteina, en-
tre los que se prefiere particularmente Ser, y (B) estructuras distintas de restos aminoacidicos; por ejemplo, pueden
mencionarse -CH,-CH(R,)-CO-, -CH,-CH(R,)-CH,-, etc. donde R, tiene los mismos significados que se han definido
anteriormente.

En particular, se prefieren aminodcidos (a) con una cadena lateral hidréfoba, tales como leucina, valina, norleu-
cina, homoleucina, homoisoleucina, naftil alanina o sus andlogos, triptéfano, fenilalanina, ciclohexilalanina etc. o N-
metilaminodcidos de los mismos. Ademads, se prefieren aminodacidos (b) con una cadena lateral que tiene un grupo
funcional que puede modificarse con un grupo acilo, grupo alquilo, grupo alquenilo o grupo aralquilo, tales como
serina, homoserina, treonina, cisteina, homocisteina, acido aspartico, dcido glutdmico, dcido adipico, lisina, ornitina
etc. y N-metilaminoécidos de los mismos.

Un grupo acilo, grupo alquilo, grupo alquenilo o grupo aralquilo etc. se unen a las cadenas laterales de los ami-

nodcidos (b) a través de un enlace éster, amida, disulfuro, éter, tioéter, tioéster, carbamida o tiocarbamida. Ademas, un
grupo alquilo o aralquilo puede unirse al carbono a del aminoécido.

(3) Ejemplos preferidos de AA3: Aminodcidos o péptidos tales como Phe o un péptido que tiene una secuencia
aminoacidica desde la 4* Phe a la 28° Arg del extremo amino de la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°:
2 6 3, o péptidos que tienen una secuencia aminoacidica en la que en la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ
ID N°: 2 6 3, un aminodcido se deleciona secuencialmente partiendo del aminodcido del extremo carboxilo hasta la 5°
Leu del extremo amino. Por ejemplo, AA3 incluye:

Phe Leu,

Phe Leu Ser,

Phe Leu Ser Pro,

Phe Leu Ser Pro Glu,

Phe Leu Ser Pro Glu His,
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Phe Leu Ser Pro Glu His Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg,

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln GIn Arg Lys Glu Ser Lys,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro,

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala,

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys,

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu,

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln,

Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro, y

Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg.

Por supuesto, los aminodacidos ejemplificados como AA3 pueden ser L-aminodcidos o D-aminoécidos. Ademads,
en las secuencias aminoacidicas ejemplificadas como AA3, pueden reemplazarse de uno a varios aminodcidos (pre-

feriblemente hasta aproximadamente 1/3 de la secuencia aminoacidica) por unidades de aminoacidos no naturales o
unidades que no son aminodcidos, por ejemplo:

-NH-(CH,);CH(CH,OH)-
-NH-(CH,);CH(CH,OH)CO-
-NH-CH(CH,OH)CH,-
-NH-(CH,);CH(R,)CH,-
-CH,-CH(R,)-CO-, o
-CH,-CH(R,)-CH,-

donde R, tiene los mismos significados que se han definido anteriormente. Cuando AA3 contiene una pluralidad
de grupos representados por las férmulas anteriores y una pluralidad de grupos representados por R, estos grupos son
iguales o diferentes.

Ademads, cualquier aminodcido ejemplificado como AA3 puede tener grupos sustituyentes representados por R,
como se ha descrito anteriormente. Cuando estd presente una pluralidad de grupos R; en un grupo representado por
AA3, estos grupos R, pueden ser iguales o diferentes.

Cuando los aminodcidos que constituyen el péptido tienen un grupo hidroxilo, grupo mercapto, grupo imino o
grupo amino en sus cadenas laterales, los ejemplos preferidos de tales cadenas laterales son los mostrados a conti-
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nuacién. En los siguientes ejemplos, Ry es un grupo alquilo saturado o insaturado que contiene uno o mas atomos de
carbono. Tal cadena alquilo puede tener los mismos significados que se han definido para la cadena alquilo descrita
anteriormente mostrada por X.

A) Cadena lateral de Ser; -CH,-O-CO-R8 o -CH,-O-R8,

B) Cadena lateral de homoSer; -CH,-CH,-O-CO-R8 o -CH,-CH,-O-RS,

C) Cadena lateral de Cys; -CH,-S-CO-R8 o -CH,-S-RS,

D) Cadena lateral de homoCys; -CH,-CH,-S-CO-R8 o -CH,-CH,-S-R8,

E) Cadena lateral de Asp; -CH,-COO-R8 o -CH,-CO-NH-RS,

F) Cadena lateral de Glu; -CH,-CH,-COO-R8 o -CH,-CH,-CO-NH-R8

G) Cadena lateral de Lys; -(CH,),-NH-CO-RS,

H) Cadena lateral de 4cido aminoadipico; -CH,-CH,-CH,-COO-R8 o CH,-CH,-CH,-CO-NH-RS,
I) Cadena lateral de ornitina; - (CH,);-NH-CO-R8,

J) Una cadena lateral alquilo en un aminoacido tal como Ala, Val, Leu, homoleucina, Ile, homoisoleucina,
S-metil cisteina, metionina, etionina o butionina puede ser un grupo alquilo modificado mostrado en la
férmula (2) como se ha descrito anteriormente.

Ademds, aqui se describe un agente para aumentar la concentracidon de ion calcio intracelular o un agente para
inducir la secreciéon de GH, que comprende un péptido parcial que consiste en los aminodcidos desde el extremo amino
al 13°, 14° 0 15° amino4cido de la secuencia aminoacidica de la SEQ ID N°: 2 6 3. En este caso, no siempre es necesario
que las unidades de aminodcidos respectivas que constituyen el péptido parcial estén modificadas quimicamente, con
la excepcidn del segundo o tercer aminodcido desde el extremo amino.

Ademés, se describe aqui el siguiente compuesto de tipo péptido.

Un derivado de grelina se refiere a un compuesto de tipo péptido en el que la estructura quimica de la grelina
natural estd parcialmente modificada, y grelina de cadena corta se refiere a un péptido que consiste en menos de 27 6
28 aminoacidos, que procede de la grelina natural de 27 a 28 aminodacidos por delecién de algunos de los aminoacidos.
Ademds, un resto aminoacidico en la posicion n se refiere a un resto aminoacidico en la posicién n desde el extremo
amino.

El aminodcido del extremo amino de la grelina o su derivado de grelina de cadena corta puede ser cualquier
aminodcido (el aminodcido del extremo amino de la grelina natural es glicina), siempre que el grupo a-amino de
dicho aminodcido no esté protegido, o puede ser un D- o L-aminodcido, pero preferiblemente es alanina, valina, dcido
aminoisobutanoico o dcido butanoico.

El 2° resto puede ser cualquier aminodcido (por ejemplo, serina en la grelina natural), preferiblemente un amino4ci-
do que tiene una cadena lateral pequefia, tal como alanina, serina, histidina, norvalina o un compuesto no aminoacidico.

El 1°" y 2° restos pueden ser un 6-aminodcido correspondiente a dos aminodcidos, por ejemplo, dcido 5-aminopen-
tanoico, dcido 5-amino-5-dimetilpentanoico, dcido 2,5-diaminopentanoico, etc., ejemplificados en los Ejemplos.

Los restos aminoacidicos seleccionados en la 3% y 4% posiciones pueden ser D- o L-aminoacidos, D- o L-N-metila-
minodcidos, o una combinacién de estos aminodcidos. En particular, es preferible que el aminodcido de la 3* posicién
sea un L-aminoécido o los dos aminodacidos de la 3% y 4* posiciones sean L-aminoécidos.

La configuracién estérica de los restos aminoacidicos seleccionados en la 3% y 4% posiciones puede seleccionarse
de manera adecuada dependiendo de la secuencia aminoacidica en la 1* y 2°* posiciones. Es decir, los restos de la
3% y 4* posiciones son preferiblemente L-aminodcidos en el caso de la secuencia aminoacidica Gly-Ser en la 1% y 2*
posiciones de la grelina natural, mientras que los restos de la 3* y 4* posiciones pueden ser D-aminodcidos en el caso
de otra secuencia aminoacidica tal como Aib-His. Ademas, si los restos de la 1* y 2* posiciones son un ¢-aminoécido
(por ejemplo, dcido aminopentanoico) que tiene una longitud de 2 aminodcidos, los restos de la 3* y 4 posiciones
pueden ser L- o D-amino4cidos.

Los restos aminoacidicos seleccionados en la 3* y 4* posiciones son preferiblemente D- o L-aminodcidos tales como

leucina, valina, norleucina, homoleucina, homoisoleucina, naftil alanina y sus homélogos, triptéfano, fenilalanina y
ciclohexil alanina o D- o L-N-metilaminoacidos de los mismos.
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Mas preferiblemente, los restos aminoacidicos seleccionados entre los aminoacidos hidréfobos descritos anterior-
mente en la 3* y 4* posiciones son aminodcidos hidréfobos aromadticos tales como naftil alanina y sus homdélogos,
triptéfano, fenilalanina y ciclohexil alanina.

Ademds, los restos aminoacidicos seleccionados en la 3* y 4* posiciones son preferiblemente aminoédcidos basicos
tales como lisina, arginina e histidina. Especialmente, se prefiere lisina.

La molécula de grelina es bésica por estos aminodcidos basicos, mejorando adicionalmente de esta manera la
actividad de liberacion de Ca.

Los restos aminoacidicos seleccionados en la 3* y 4* posiciones son preferiblemente los que tienen grupos funcio-
nales en sus cadenas laterales, que pueden modificarse con un grupo acilo (grupo alcanilo, grupo alquenonilo o grupo
aril alcanilo), un grupo alquilo o un grupo aralquilo, y los ejemplos preferidos de tales restos aminoacidicos incluyen
serina, homoserina, treonina, cisteina, homocisteina, dcido aspértico, acido glutdmico, 4cido adipico, lisina, ornitina,
etc.

Los aminoécidos que tienen estas cadenas laterales reactivas pueden ser D- o L-aminodcidos o sus D- o L-N-metil
aminodcidos correspondientes, pero se prefiere particularmente que el resto de la 3% posicién sea un L-aminoécido o
los restos de la 3* y 4* posiciones sean L-aminodcidos.

Ademds, a las cadenas laterales de estos aminodcidos puede unirse un grupo acilo tal como un grupo alcanilo (el
nimero de dtomos de carbono del mismo es de 2 a 35, preferiblemente de 6 a 18, y mds preferiblemente de 8 a 12),
un grupo alquenonilo (el nimero de atomos de carbono del mismo es de 2 a 35, preferiblemente de 6 a 18, y mas
preferiblemente de 8 a 12), un grupo aril alcanilo (grupo benzoflo, fenacetilo, fenil butirilo, naftoilo, naftil acetilo o
naftil propionilo, etc.), un grupo alquilo (el nimero de dtomos de carbono del mismo es de 2 a 35, preferiblemente
de 6 a 18, m4s preferiblemente de 8 a 12), o un grupo aralquilo (grupo bencilo, fenetilo, fenil propilo, fenil butilo,
fenil pentilo, naftil metilo, etc.) a través de un enlace carbamato, tiocarbamato, éster, amida, disulfuro, éter, tioéter o
tioéster. Ademds, los grupos alquilo y aralquilo mencionados anteriormente pueden unirse de una manera distinta que
a través de un enlace a los dtomos de carbono « de los aminoécidos de la 3* y 47 posiciones.

La combinacién de restos aminoacidicos seleccionados en la 3* y 4* posiciones es preferiblemente una combinacién
de un aminodcido que tiene una cadena lateral hidréfoba como resto aminoacidico de la 3* posicién y un aminoécido
hidréfobo como resto aminoacidico de la 4* posicion.

El resto aminoacidico de la 3* posicion que tiene una cadena lateral hidr6foba preferiblemente es un aminoédcido
modificado en cuyo carbono « (a) se introdujo una cadena alquilo saturada o insaturada que contenia uno o mas atomos
de carbono a través o no de un grupo alquileno que contenia uno o mas adtomos de carbono y a través de un enlace
éster, éter, tioéter, amida o disulfuro, o (b) se introdujo una cadena alquilo saturada o insaturada que contenia uno o
mds dtomos de carbono. En particular, es més preferido un aminodcido modificado en cuyo carbono « se introdujo
una cadena alquilo saturada que contenia uno o mas atomos de carbono.

El grupo carboxilo del aminoacido de la 4* posicién puede ser una amida, una alquil amida (por ejemplo, metil
amida o etil amida), o una aralquil amida (por ejemplo, bencil amida, adamantano amida o adamantano alquil amida).

Ademds, un grupo bdsico tal como un grupo amino o un grupo guanidino puede unirse al alquilo o aralquilami-
da. El grupo bdsico incluye, por ejemplo, -CONH-CH,CH,-NH,, -CONH-CH,NHCH;, -CONH-CH,CH,CH,-NH-C
(NH,)=NH y -CONHCH,Ph-NH,.

Puede anadirse un aminodcido bdsico tal como arginina, lisina e histidina al grupo carboxilo del aminoécido de la
4? posicion, y este aminoacido bdsico puede ser un D- o L-aminodcido, un racemato o un D- o L-N-metilaminodcido.

El grupo carboxilo del aminodcido puede ser un alquilo o aralquil amida como se ha descrito anteriormente.
Ademads, puede afiadirse un grupo basico tal como un grupo amino o un grupo guanidino al alquilo o aralquil amida.
El grupo bdsico incluye los que se han ejemplificado anteriormente.

Como secuencia aminoacidica del aminodcido de la 5* posicién y los aminodcidos siguientes, puede afiadirse
al aminodcido en la 4 posicién una secuencia de cualquier longitud consistente en leucina en la 5% posicién y los
aminodcidos posteriores hasta el aminodcido de la 28® posicién en grelina humana o de rata.

Tales secuencias aminoacidicas son preferiblemente grelina (1-5), grelina (1-6), grelina (1-7), grelina (1-8), grelina
(1-9), grelina (1-10) y grelina (1-11), donde grelina (m-n) se refiere a un péptido que tiene una secuencia aminoacidica
en las posiciones m a n desde el extremo amino de la grelina. En particular, se prefiere la grelina (1-5).

El extremo carboxilo del mismo es preferiblemente un alquilo o aralquil amida como se ha descrito anteriormente.

Ademads, un grupo bdsico tal como un grupo amino o un grupo guanidino puede unirse al alquilo o aralquil amida.

El grupo bdsico incluye los ejemplificados anteriormente.
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Ademads, un aminodcido bdsico tal como arginina, lisina e histidina puede afiadirse al aminoacido del extremo car-
boxilo de un derivado de grelina delecionado en el extremo carboxilo en el que se afadi6é una secuencia aminoacidica
de cualquier longitud consistente en los aminodcidos desde el aminodcido de la 5% posicién hasta el aminodcido de la
28 posicidn al extremo carboxilo de la grelina (1-4).

Este aminodcido bésico puede ser un D- o L- aminodcido, un racemato o D- o L-N-metil aminodcido.

El grupo carboxilo del aminoacido bésico puede ser un alquilo o aralquil amida como se ha descrito anteriormente.
Ademds, un grupo bdsico tal como un grupo amino o guanidino puede unirse al alquilo o aralquil amida. El grupo
basico incluye los ejemplificados anteriormente.

El aminodcido del extremo carboxilo de la grelina (1-5), grelina (1-6) y grelina (1-7) puede ser un D- o L-aminoa-
cido o su D- o L-N-metil aminodcido correspondiente.

Ademds, pueden afiadirse aminodcidos bdsicos tales como arginina, lisina e histidina a los restos de la 5%, 6* y 7*
posiciones, y estos aminodcidos basicos pueden ser D- o L-aminodacidos, racematos o D- o L-N-metil aminoécidos.

El grupo carboxilo de dicho aminoécido basico puede ser un alquilo o aralquil amida como se ha descrito ante-
riormente. Ademads, un grupo bdsico tal como un grupo amino o un grupo guanidino puede unirse al alquilo o aralquil
amida. El grupo bésico incluye los ejemplificados anteriormente.

En una realizacién preferida descrita aqui, el compuesto peptidico de la presente invencién en el caso en el que el
extremo carboxilo es un alquilo o aralquil amida como se ha descrito anteriormente puede ser un derivado de amida
en el que un grupo amino se une adicionalmente al grupo alquilo o aralquilo. Especificamente, puede mencionarse un
compuesto peptidico en el que el extremo carboxilo es, por ejemplo, aminoetil amida.

El compuesto de tipo péptido descrito aqui en el que el extremo carboxilo es una amida o un derivado de amida
como se ha descrito anteriormente, es un compuesto Util debido a su resistencia a la descomposicién por enzimas tales
como carboxipeptidasas in vivo.

De forma similar, el compuesto de tipo péptido descrito aqui que incluye N-metil aminodcidos también es un
compuesto Util debido a su resistencia a enzimas.

El compuesto de tipo péptido de la presente invencién puede obtenerse de una manera habitual. Por ejemplo,
puede aislarse a partir de una fuente natural como se ha mencionado anteriormente o puede producirse por tecnologia
de ADN recombinante y/o sintesis quimica. Ademads, cuando se necesita una modificacion (por ejemplo, acilacién) en
los restos aminoacidicos, el compuesto peptidico puede someterse a una reaccién de modificacién por métodos bien
conocidos en la técnica.

Especificamente, el compuesto de tipo péptido descrito aqui puede obtenerse cultivando células hospedadoras
transformadas con un vector de expresion que lleva un ADN que codifica el péptido descrito aqui y después recupe-
rando el péptido deseado a partir del cultivo.

Seleccionando las células hospedadoras, puede obtenerse un compuesto que tenga el péptido deseado modificado,
por ejemplo, por acilacién en las células. Cuando dicho péptido no estd modificado, puede realizarse una reaccion de
modificacién tal como acilacién cuando sea necesario por métodos bien conocidos en la técnica. Para la reaccién de
acilacién, también pueden usarse enzimas tales como lipasas.

El vector en el que se va a integrar el gen incluye, por ejemplo, vectores de E. coli (pBR322, pUC18, pUC19 etc.),
vectores de Bacillus subtilis (pUB110, pTP5, pC194 etc.), vectores de levaduras (tipo YEp, tipo YRp, tipo YIp), o
vectores de células animales (retrovirus, virus vaccinia etc.), pero también puede usarse cualquier otro vector capaz
de mantener la estabilidad génica deseada en células hospedadoras. El vector se introduce en células hospedadoras
adecuadas. Para integrar el gen deseado en un plasmido e introducir el pldsmido en células hospedadoras, pueden
usarse métodos descritos en Molecular Cloning (Sambrook et al., 1989).

Para expresar el gen del péptido deseado en el plasmido anterior, un promotor se une operativamente cadena atriba
de dicho gen.

El promotor usado aqui puede ser cualquier promotor adecuado compatible con las células hospedadoras usadas
para la expresion del gen deseado. Por ejemplo, puede usarse el promotor lac, el promotor trp, el promotor Ipp, el
promotor APL, el promotor recA etc. en el género Escherichia como célula hospedadora a transformar; puede usarse
el promotor SP01, el promotor SPO2 etc. en el género Bacillus; puede usarse el promotor GAP, el promotor PHOS, el
promotor ADH etc. en levaduras; y puede usarse el promotor derivado de SV40, el promotor derivado de retrovirus
etc. en células animales.

El vector que contiene el gen deseado obtenido de esta manera se usa para transformar células hospedadoras. Las
células hospedadoras incluyen microorganismos (por ejemplo, el género Escherichia, el género Bacillus etc.), levadu-
ras (el género Saccharomyces, el género Pichia, el género Candida etc.), células animales (células CHO, células COS,
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etc.) etc. El medio para el cultivo preferiblemente es un medio liquido y, de una manera particularmente preferida,
el medio contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, etc. necesaria para el crecimiento de las células
transformadas a cultivar. Si se desea, pueden afiadirse vitaminas, promotores del crecimiento, suero, etc.

Para producir directamente el péptido modificado con 4cido graso, las células preferiblemente son las que tienen
la actividad de una proteasa de procesamiento capaz de cortar un sitio adecuado en un polipéptido precursor de dicho
péptido y la actividad de acilar el resto de serina en dicho péptido. Pueden obtenerse células hospedadoras que tengan
esta actividad proteasa de procesamiento y actividad de acilacién de serina transformando células hospedadoras con
un vector de expresion que contiene un ADNc que codifica dicho polipéptido precursor y después seleccionando las
células transformadas confirmando si producen o no el péptido modificado con dcido graso que tiene una actividad de
liberacién de Ca o una actividad de induccién de la secrecién de GH.

Después del cultivo, el péptido descrito aqui se separa y se purifica del cultivo de la manera habitual. Para extraer
el producto deseado de los microorganismos o las células cultivadas, por ejemplo, se recogen los microorganismos
o las células después del cultivo y se suspenden en un tampén que contiene un desnaturalizante de proteinas (por
ejemplo, hidrocloruro de guanidina) y los microorganismos o las células se rompen por sonicacién etc. y después se
centrifugan. Para purificar el producto deseado del sobrenadante, pueden combinarse convenientemente métodos de
separacion y purificacion tales como exclusién molecular, ultrafiltracion, didlisis, SDS-PAGE vy diversas técnicas cro-
matogréficas teniendo en cuenta el peso molecular, solubilidad, carga (punto isoeléctrico), afinidad, etc. del producto
deseado.

El compuesto peptidico descrito aqui puede sintetizarse quimicamente de una manera habitual. Por ejemplo, ami-
nodcidos que tienen grupos protectores se condensan por un método en fase liquida y/o un método en fase sélida para
extender la cadena peptidica, después se retiran todos los grupos protectores de dichos aminodcidos por un &cido,
y el producto bruto resultante se purifica por las técnicas de purificacién anteriores para dar el compuesto peptidico
deseado. Un resto aminoacidico en el sitio deseado puede acilarse selectivamente por una acilasa o acil transferasa.

Se han establecido bien varios métodos para la produccién de péptidos, y el compuesto de tipo péptido descrito
aqui también puede producirse facilmente por estos métodos conocidos. Por ejemplo, el compuesto de tipo péptido
puede sintetizarse por el método cldsico de sintesis de péptidos o por el método en fase sélida.

En lo sucesivo, se describe un proceso para producir el compuesto peptidico descrito aqui por una combinacion de
tecnologia de ADN recombinante y sintesis quimica haciendo referencia a los ejemplos.

Se sintetizan quimicamente ésteres activos de péptidos amino-terminales, por ejemplo, (1) Boc-Gly-Ser(Bu)-Ser
(R10)-Osu, (2) Boc-Gly-Ser(Bu)-Ser(R10)-Phe-Osu, y (3) Boc-Gly-Ser(Bu)-Ser(R10)-Phe-Leu-Osu, y después se
unen a péptidos carboxilo-terminales producidos por tecnologia de ADN recombinante, es decir, (4) FLSPEHQRVQQ
RKESKKPPAKLQPR, (5) LSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR, y (6) SPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR, res-
pectivamente; es decir, (1) se une a (4), (2) a (5), y (3) a (6), con lo que se obtienen respectivamente compuestos pepti-
dicos que consisten, cada uno, en 28 aminodacidos. Espemﬁcamente XXXXZSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR se
expresa en E. coli seguido de proteccion sus grupos amino con Boc2(0) para dar Boc-XXXX2SPEHQRVQQRK(Boc)
ESK(Boc)K(Boc)PPAK(Boc)LQPR. Después, el péptido resultante se convierte en NH,-SPEHQRVQQRK(Boc)ESK
(Boc)K(Boc)PPAK(Boc)LQPR por escisidon con una enzima selectiva por el extremo carboxilo del aminoédcido Z. Este
compuesto se mezcla con Boc-Gly-Ser(Bu)-Ser(R10)-Phe-Leu-Osu en una solucién acuosa de neutra a débilmente al-
calina, y el BocGlySer(Bu)Ser(R10)FLSPEHQRVQQRK(Boc)ESK(Boc)K(Boc)PPAK(Boc)LQPR resultante se trata
con 4cido trifluoroacético, con lo que puede obtenerse el producto deseado.

La notacién de una letra anterior de los aminodcidos estd de acuerdo con la descripcién en Cellular Molecular
Biology, 3* edicién, publicada el 10 de diciembre de 1997 por Newton Press Co., Ltd.

Ademas, Boc representa t-butiloxicarbonilo, Osu representa un resto derivado de N-hidroxisuccinimida por la
eliminacién de hidrégeno del grupo hidroxilo, Bu representa un grupo butilo y R10 representa el grupo sustituyente
del amino4cido modificado de acuerdo con la presente invencion.

Las sales del compuesto de tipo péptido descrito aqui preferiblemente son sales farmacéuticamente aceptables,
incluyendo, por ejemplo, sales con bases inorgdnicas, sales con bases orgdnicas, sales con dcidos inorganicos, sales
con 4cidos orgénicos y sales como aminoécidos bésicos o 4cidos.

Los ejemplos preferidos de las sales con bases inorgdnicas incluyen sales de metales alcalinos tales como sales de
sodio, sales de potasio, etc.; sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio, sales de magnesio, etc.; y sales
de aluminio, sales de amonio, etc.

Los ejemplos preferidos de las sales con bases orgdnicas incluyen sales con trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, diciclohexil amina, N,N’-dibenciletilendiamina, etc.

Los ejemplos preferidos de las sales con 4cidos inorgdnicos incluyen sales con 4cido clorhidrico, dcido bromhidri-
co, acido nitrico, acido sulftrico, acido fosforico, etc.
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Los ejemplos preferidos de las sales con dcidos organicos incluyen sales con dcido férmico, dcido acético, dcido
trifluoroacético, acido fumadrico, acido oxalico, acido tartarico, dcido maleico, acido citrico, dcido succinico, acido
malico, dcido metanosulfénico, 4cido bencenosulfénico, dcido p-toluenosulfénico, etc.

Los ejemplos preferidos de las sales con aminodcidos basicos incluyen sales con arginina, lisina, ornitina, etc., y
los ejemplos adecuados de las sales con aminodcidos 4cidos incluyen sales con 4cido aspértico, dcido glutdmico, etc.

Entre estas sales, las mds preferidas son las sales de sodio y las sales de potasio.

El compuesto de tipo péptido descrito aqui o las sales farmacéuticamente aceptables del mismo presentan baja
toxicidad y tienen una accién de induccién de la secrecién de GH, y pueden administrarse como tales o después
de mezclarse con soportes, excipientes o vehiculos potenciadores farmacéuticamente aceptables conocidos etc., a un
mamifero (por ejemplo, un ser humano, ratén, rata, conejo, perro, gato, oveja, caballo, cerdo, mono, etc.). En el caso
de la inyeccién intravenosa en un adulto, la dosis diaria es de 0,01 a 5 mg/kg, preferiblemente de 0,04 a 1,5 mg/kg.
Esta dosis se administra deseablemente de una a tres veces al dia. El compuesto de tipo péptido descrito aqui se mezcla
con vehiculos farmacéuticamente aceptables y puede administrarse por via oral o parenteral en forma de preparaciones
farmacéuticas s6lidas tales como comprimidos, cdpsulas, granulados, polvos, etc., 0 como preparaciones farmacéuticas
liquidas tales como jarabes, inyecciones, etc.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen una gran diversidad de vehiculos orgdnicos o inorgdnicos
que se usan habitualmente como materiales farmacéuticos, y éstos se componen como vehiculos, lubricantes, agluti-
nantes o disgregantes en preparaciones farmacéuticas sélidas o como disolventes, adyuvantes, agentes de suspension,
agentes para conferir isotonicidad, tampones y agentes suavizantes en preparaciones farmacéuticas liquidas.

Cuando sea necesario, también pueden usarse aditivos farmacéuticos tales como conservantes, antioxidantes, agen-
tes colorantes, edulcorantes, etc.

Los ejemplos preferidos de los vehiculos incluyen, por ejemplo, lactosa, aziicar blanca, D-manitol, almidén, ce-
lulosa cristalina, acido silicico anhidro ligero, etc. Los ejemplos preferidos de los lubricantes incluyen estearato de
magnesio, estearato célcico, talco, silice coloidal, etc.

Los ejemplos preferidos de los aglutinantes incluyen celulosa cristalina, azicar blanca, D-manitol, dextrina, hidro-
xipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa, polivinil pirrolidona etc.

Los ejemplos preferidos del disgregante incluyen almidén, carboximetil celulosa, carboximetil celulosa célcica,
croscalomelosa sddica, carboximetil almidén sédico etc.

Los ejemplos preferidos de los disolventes incluyen agua para inyeccion, alcohol, propilenglicol, macrogol, aceite
de sésamo, aceite de maiz, etc.

Los ejemplos preferidos de los solubilizantes incluyen polietilenglicol, propilenglicol, D-manitol, benzoato de
bencilo, etanol, trisaminometano, colesterol, trietanolamina, carbonato sddico, citrato sodico etc.

Los ejemplos preferidos del agente de suspensién incluyen tensioactivos tales como estearil trietanolamina, lauril
sulfato sédico, 4cido lauril aminopropidnico, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio y monoestearato
de glicerina, y polimeros hidréfilos tales como alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, carboximetil celulosa sddica,
metil celulosa, hidroximetil celulosa, hidroxietil celulosa e hidroxipropil celulosa.

Los ejemplos preferidos de los agentes que confieren isotonicidad incluyen cloruro sédico, glicerina, D-manitol
etc.

Los ejemplos preferidos de los tampones incluyen soluciones tampdn tales como fosfatos, acetatos, carbonatos,
citratos etc.

Los ejemplos preferidos de los agentes calmantes incluyen alcohol bencilico, etc.

Los ejemplos preferidos de los conservantes incluyen p-oxiesterbenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol
fenetilico, acido deshidroacético, acido sérbico etc.

Los ejemplos preferidos de los antioxidantes incluyen sulfitos, dcido ascérbico, etc.

La composicion farmacéutica anterior produce un efecto aproximadamente igual o superior al efecto de la GH tras
la administracién y puede reducir varios efectos secundarios producidos por la administracién de GH.

Como enfermedades atribuibles a la deficiencia o reduccién de los niveles de GH, las enfermedades a las que puede
aplicarse la composicién farmacéutica o los efectos de la composicién farmacéutica incluyen, pero sin limitacion,
activacion de osteoblastos y reconstitucién del hueso en personas con enanismo y seres humanos normales, aumento
de la fuerza muscular y cantidad muscular en adultos con deficiencia de GH, mejora de la motilidad en adultos con
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deficiencia de GH, curacién de quemaduras graves en nifios, su uso combinado con gonadotropinas en la induccién de
la ovulacidn, prevencion de anomalias en el metabolismo de protefnas por medio de la administracién de prednisona,
promocién de la “educacién” de las células T en trastornos inmunes graves, el efecto de inhibir la reduccién del peso
corporal en individuos de edad avanzada y el efecto de aumentar el tejido adiposo y prevenir la atrofia dérmica.

Ademas, las enfermedades o efectos no correlacionados directamente con la deficiencia o reduccidn de los niveles
de GH incluyen, por ejemplo, el efecto de aumentar el flujo pulsatil como se muestra en el Ejemplo 7, y de esta manera
es eficaz para el tratamiento de enfermedades cardiacas tales como insuficiencia cardiaca, etc.

El efecto de la composicion farmacéutica no se restringe a seres humanos. Es decir, tiene un efecto sobre la
promocion del crecimiento para animales, la reduccion de grasa en carne, etc., que es igual o mayor que el de la GH
administrada.

Por ejemplo, como se muestra en el Ejemplo 13, la composicién farmacéutica de la presente invencion presenta
una accién de promocidn del apetito tras la administracién en el ventriculo o la administracion intravenosa, de manera
que puede usarse como promotor del apetito para tratar la anorexia o sitofobia.

Ademads, como se muestra en el Ejemplo 14, la composicién farmacéutica descrita aqui tiene una accién promotora
de la motilidad del estdomago y de la secrecion de dcido géstrico, y de esta manera también puede usarse como agente
para tratar enfermedades funcionales del estomago tales como dispepsia sin diabrosis, atonia del estémago ligera
subita, dispepsia funcional y esofagitis de reflujo.

Ademads, como se muestra, por ejemplo, en el Ejemplo 15, la composicién farmacéutica descrita aqui presenta una
accion promotora del crecimiento celular en médula 6sea, duodeno y yeyuno por medio de administracién intravenosa
y, de esta manera, puede usarse como agente para proteger la tinica mucosa del intestino delgado, un agente para
prevenir lesiones en la tiinica mucosa del intestino delgado durante la nutricién intravenosa y un agente para tratar la
0Steoporosis.

Ademads, la composicién farmacéutica descrita anteriormente tiene un efecto para tratar las enfermedades o para
mejorar las situaciones fisicas descritas mds adelante.

Por ejemplo, puede usarse para el tratamiento estimulador para liberar hormonas del crecimiento en ancianos, la
prevencion de efectos secundarios catabdlicos sobre los niveles de azicar de los corticoides, la prevencién y trata-
miento de la osteoporosis, la estimulacién del sistema inmune, la promocién de curacién de lesiones, la promocién de
reparacion de huesos rotos, el tratamiento del retraso del crecimiento, el tratamiento de la insuficiencia renal o la in-
suficiencia funcional atribuible a un retraso del crecimiento, el tratamiento de estados de insuficiencia correlacionados
con estados de insuficiencia fisioldgica incluyendo nifios con deficiencia de hormonas del crecimiento y enfermeda-
des cronicas, el tratamiento de la obesidad y el retraso del crecimiento correlacionado con la obesidad, el tratamiento
del retraso del crecimiento correlacionado con el sindrome Plauda-Villi y el sindrome de Taner, la promocién de la
recuperacion de pacientes con quemaduras y la reduccién en la hospitalizacion, el tratamiento del retraso del creci-
miento intrauterino, malformaciones esqueléticas, enfermedad por exceso de corticoides y sindrome de Cusshing, la
induccioén de la liberacién de hormona del crecimiento pulsatil, el reemplazo de hormona del crecimiento en pacien-
tes con estrés, malformacion del cartilago, sindrome de Noonan, esquizofrenia, depresion, enfermedad de Alzheimer,
curacién del retraso de la reparacién de lesiones y privacidn psicosocial, el tratamiento de la insuficiencia pulmonar y
dependencia de 6rganos respiratorios, reduccion de la reaccidn catabdlica de proteinas después una operacién mayor,
reduccion de pérdida de proteinas y caquexia producida por enfermedades crénicas tales como as cancer y SIDA, el
tratamiento de hiperinsulinemia incluyendo nesidioblastosis de pancreas, terapia coadyuvante para la induccién de la
ovulacion, y tratamiento de pacientes con represién inmune, mejora de la fuerza y motilidad muscular, mantenimiento
del espesor de la piel en ancianos, homeostasis metabdlica y renal, estimulacion de osteoblastos, formacién de hueso
nuevo y estimulacién del crecimiento del cartilago, y para estimular el crecimiento del timo y prevenir el deterioro en
funciones timicas que acompaifian al envejecimiento.

Ademads, también se pueden esperar los siguientes efectos en animales. Por ejemplo, se menciona un aumento en
la velocidad de crecimiento del animal, un aumento en la produccién de leche y piel en animales, estimulacion del
sistema inmune en animales domésticos, tratamiento de enfermedades producidas por una edad avanzada en animales
domésticos, promocién del crecimiento de animales domésticos y un aumento de la lana en ovejas.

Un anticuerpo cuyo antigeno es un péptido modificado con dcido graso descrito aqui que tiene actividad de libe-
racién de Ca o actividad inductora de la secrecion de GH puede obtenerse por un método conocido en la técnica. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal, y puede obtenerse por un método conocido en la técnica.
Ademas, un método para medir el péptido modificado con 4cido graso usando dicho anticuerpo y un kit de medicién
usando dicho método de medicidn, también pueden hacer uso de un método conocido en la técnica.

Como se describe en el Ejemplo 17, se preparan respectivamente anticuerpos contra péptidos amino- y carboxilo-
terminales de la grelina, y como el primero reconoce la serina modificada con 4cido graso en la 3 posicién, los dos
anticuerpos pueden usarse para separar y cuantificar la grelina modificada con un dcido graso y la grelina de la que se
eliminé el 4cido graso.
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Los anticuerpos contra péptidos amino- y carboxilo-terminales de la grelina pueden obtenerse de un método cono-
cido, y pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales.

En el caso del presente compuesto de tipo péptido que tiene un aminodcido modificado en la 3 posicién desde
el extremo amino o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, también puede producirse de la misma manera
un anticuerpo que reconoce especificamente una cadena lateral del 3* resto aminoacidico (preferiblemente un acido
graso) y se une a un péptido parcial amino-terminal del compuesto de tipo péptido. Ademads, en el caso del compuesto
de tipo péptido descrito aqui o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, también puede producirse de la misma
manera un anticuerpo que se une especificamente al péptido que tiene un aminoédcido modificado.

También se describe aqui un kit de examen que comprende una combinacién de un anticuerpo que reconoce espe-
cificamente una cadena lateral del aminoacido modificado y un anticuerpo que reconoce aminodcidos (o un péptido),
excluyendo el aminodcido modificado y/o un compuesto no aminoacidico, preferiblemente un anticuerpo contra un
péptido parcial carboxilo-terminal del compuesto de tipo péptido o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
como se ha descrito anteriormente.

Se describe aqui un método de ensayo en el que el compuesto de tipo péptido que tiene un aminodcido modificado,
preferiblemente un aminodcido acilado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el compuesto de tipo
péptido que no contiene un aminodcido modificado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se separan y
detectan mediante el uso de dicho kit de examen.

En lo sucesivo, el método de ensayo y el kit de examen descritos anteriormente se describen haciendo referencia a
sus realizaciones que, sin embargo, no pretenden limitar la presente invencion.

Es decir, el método de ensayo incluye, por ejemplo, (i) un método para cuantificar el compuesto de tipo péptido
etc. de la presente invencion en una solucién de ensayo, que comprende permitir que un material de ensayo en una
solucién de ensayo y el compuesto de tipo péptido etc. de la presente invencién marcado reaccionen competitivamente
con un anticuerpo contra el compuesto de tipo péptido etc. de la presente invencidn, y después determinar la relacién
del compuesto de tipo péptido etc. de la presente invencién marcado unido a dicho anticuerpo, y (ii) un método
para cuantificar las proteinas etc. de la presente invencién en una solucién de ensayo, que comprende permitir que
una solucién de ensayo reaccione con el anticuerpo descrito aqui insolubilizado en un vehiculo y otro anticuerpo
marcado descrito aqui simultdnea o sucesivamente y después medir la actividad del agente marcador en el vehiculo de
insolubilizacién y/o la actividad del agente marcador no capturado en el vehiculo de insolubilizacién. En los métodos
de cuantificacion (i) y (ii), es preferible que un anticuerpo sea un anticuerpo que reconoce una region amino-terminal
de la proteina etc. que se describe aqui, mientras que el otro anticuerpo es un anticuerpo que reacciona con una regioén
carboxilo-terminal de la proteina etc. que se describe aqui.

En el método de ensayo del compuesto de tipo péptido etc. que se describe aqui, el anticuerpo monoclonal contra
dicho compuesto (también denominado en lo sucesivo anticuerpo anti-proteina) puede usarse no sélo para cuantificar
la proteina etc. que se describe aqui, sino también para detectarla por tincién de tejidos, etc.

Para estos fines, puede usarse la propia molécula de anticuerpo o una fraccién F(ab’),, Fab’ o Fab de la molécula
de anticuerpo.

El método para cuantificar el compuesto de tipo péptido etc. que se describe aqui mediante el uso de dicho anti-
cuerpo no se limita particularmente siempre que el método comprenda detectar la cantidad del anticuerpo correspon-
diente a la cantidad del antigeno (por ejemplo, la cantidad de la proteina), el antigeno o un conjugado de antigeno-
anticuerpo en una solucién de ensayo, por medios quimicos o fisicos, y calcularla basdndose en una curva patrén
preparada usando soluciones patrén que contienen cantidades conocidas del antigeno. Por ejemplo, preferiblemen-
te se usan nefelometria, el método competitivo, el método inmunométrico y el método de tipo sandwich, pero se
prefiere particularmente el método de tipo sandwich descrito mds adelante con respecto a la sensibilidad y especifi-
cidad.

En relacién con el método de medicién usando un marcador en el método de ensayo que se describe aqui,
el marcador incluye, por ejemplo, un radioisétopo, una enzima, un material fluorescente y un material luminis-
cente.

El radiois6topo incluye, por ejemplo, 1, 1, *H, C etc.

La enzima preferiblemente es una enzima estable con alta actividad especifica, que incluye, por ejemplo, 3-galac-
tosidasa, B-glucosidasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa y malato deshidrogenasa.

El material fluorescente incluye, por ejemplo, fluorescamina e isocianato de fluoresceina.
El material luminiscente incluye, por ejemplo, luminol, derivados de luminol, luciferina y lucigenina.

Ademds, para unir el marcador al anticuerpo o antigeno puede usarse un sistema de biotina-avidina.
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En lo sucesivo, la presente invencion se describe con mas detalle haciendo referencia a los ejemplos. A menos que
se especifique ora cosa, los medios de manipulacién genética estaban de acuerdo con Molecular Cloning (Sambrook
et al., 1989).

Ejemplo 1
Creacion de una cepa celular que expresa GHS-R y medicion de la actividad de liberacion de Ca

Para ensayar un aumento en la concentracién de ion calcio intracelular (actividad de liberacién de Ca) que se
produce tras la unién de un secretagogo de GH (GHS) al receptor de GHS (GHS-R), se creé una cepa celular que
expresaba GHS-R de rata de la siguiente manera. Se obtuvo un ADNc de longitud completa de GHS-R de rata por RT-
FCR (transcriptasa inversa-reaccion en cadena de la polimerasa) donde se us6é como plantilla un ADNc derivado de
cerebro de rata. A partir de la secuencia de nucleétidos del GHS-R de rata conocido [K. K. Mckee, et al., Molecular
Endocrinology 11, 415-423 (1997)], se sintetizaron cebadores con sentido y antisentido consistentes en las siguientes
secuencias de nucledtidos.

Cebador con sentido: 5’-ATGTGGAACGCGACCCCCAGCGA-3
Cebador antisentido: 5’-ACCCCCAATTGTTTCCAGACCCAT-3’

El ADNc amplificado se unié al vector pcDNAIII (Invitrogen) para construir el vector de expresion GHSR-pcD-
NAIII. Se transformaron células CHO por medio del vector de expresion y se seleccionaron las células transformadas
que expresaban de manera estable GHS-R en un medio que contenia 1 ug/ml de G418. La cepa de células selec-
cionada CHO-GHSR62 respondia a GHRP-6 (hexapéptido de liberacion de hormona del crecimiento) 107'° a 10~°
M. Se midi6 el cambio en la concentracion de ion calcio intracelular (actividad de liberacién de Ca) por un sistema
FLIPR (Molecular Device). Antes de esta medicién, se pusieron 4 x 10* células CHO-GHSR62 en una microplaca
de 96 pocillos con pocillos negros (Corning Co., Ltd) y se cultivaron durante 12 a 15 horas. Después, las células se
incubaron con una concentracién 4 uM de colorante fluorescente Fluo4 (Molecular Probe Co., Ltd) durante 1 horay se
lavaron cuatro veces con BSS de Hank (Solucién Salina Equilibrada de Hank) que contenia Hepes ([/N-2-hidroxietil]-
piperazina-N-[4cido 2-etanosulfénico]) 20 mM y probenecid 2,5 mM, y se ensayo la actividad de liberacidn de Ca
afladiendo una muestra y midiendo un cambio en la fluorescencia.

Ejemplo 2
Purificacion de un péptido inductor de la secrecion de GH enddégena

Usando las células CHO-GHSR62 descritas en el Ejemplo 1, se examinaron una gran diversidad de tejidos y
organos procedentes de rata para comprobar su actividad de liberacién de Ca, y como resultado, se descubrié que un
extracto peptidico derivado de estdémago de rata tiene una fuerte actividad de liberacién de Ca incluso en una pequeiia
cantidad de 0,5 mg. Por consiguiente, se purificé un péptido que tenia la actividad de liberacion de Ca a partir de
extracto de estdmago de rata por varios tipos de cromatografia.

Se hirvieron 40 g de estémago de rata fresco durante 5 minutos en agua en ebullicién 5 veces para inactivar las
proteasas presentes. Después de enfriarse, la muestra hervida se puso en AcOH 1 M-HCI 20 mM, seguido de extraccién
del péptido por un mezclador Polytron. El extracto se centrifugé a 11.000 rpm durante 30 min, y el sobrenadante se
concentré en aproximadamente 40 ml en un evaporador. El concentrado se precipitd con acetona afiadiendo acetona a
una concentracién de 66%, y después de retirar los precipitados formados, se evapor6 la acetona en el sobrenadante.
El sobrenadante se aplicé a un cartucho de 10 g Sep-Pak C18 (Waters Co., Ltd) previamente equilibrado con TFA
(4cido trifluoroacético) al 0,1%, se lavé con CH;CN al 10%/TFA al 0,1% y después se eluyd con CH;CN al 60%/TFA
al 0,1%. Después de evaporar el disolvente del eluato, la muestra se liofilizé. La muestra liofilizada se disolvié en
AcOH 1 M y se absorbi6 en SP-Sephadex C-25 (tipo H*) previamente equilibrada con AcOH 1 M. La muestra se
eluyd por etapas con AcOH 1 M, después con piridina 2 M, y finalmente con piridina 2 M-AcOH (pH 5,0), con lo
que se obtuvieron, respectivamente, 3 fracciones, es decir, SP-I, SP-II y SP-III. La fraccién SP-III se aplicé a una
columna de exclusiéon molecular Sephadex G-50, y se ensayé una alicuota de cada fraccién con respecto a la actividad
de liberacion de Ca mediante el uso de las células CHO-GHSR62. En la Fig. 1a se muestra un perfil de cromatografia
en columna en Sephadex G-50, y las fracciones activas (fracciones 43 a 48 en Fig. 1a) que tenian pesos moleculares de
aproximadamente 3.000 se fraccionaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) por intercambio iénico
CM en una columna TSK CM-2SW (4,6 x 250 mm, Tosoh Corp.) a pH 6.,4. Las fracciones activas por CM-HPLC se
fraccionaron secundariamente por CM-HPLC en la misma columna a pH 4,8 (Fig. 1b). Las fracciones activas (tiempo
de elucién de 55 a 56 minutos en la Fig. 1b) se purificaron hasta la homogeneidad por HPLC de fase inversa en una
columna uBondasphere C-18 (3,9 x 150 mm, Waters Co., Ltd). A partir de 40 g de estémago de rata, se purificaron 16
ug de péptido que tenia actividad de liberacion de Ca y este péptido se denominé grelina.
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Ejemplo 3
Andlisis estructural de grelina

La secuencia aminoacidica de la grelina derivada de rata se determiné por medio de un secuenciador de péptidos
(ABI 494, Applied Biosystems Co., Ltd). La grelina era un péptido compuesto por 28 restos aminoacidicos consistente
en la siguiente secuencia: Gly Ser Xaa Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro
Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg, donde Xaa es un aminoacido no identificado. Basandose en la secuencia de nucleé6tidos
del ADNCc de rata, se estimé que Xaa era Ser, indicando una cierta modificacién en Ser en el péptido.

Por consiguiente, se sintetiz6 quimicamente grelina no modificada en la serina en la 3* posicién desde el extremo
amino por un sintetizador de péptidos (ABI 433A, Applied Biosystems Co., Ltd). Como el tiempo de elucién de la
grelina sintética no modificada en HPLC de fase inversa era significativamente diferente del de la grelina natural (Fig.
2a), se descubri6 que la grelina sintética no modificada era significativamente mas hidrdéfila que la grelina natural.

A partir de los resultados anteriores se descubrid que, en la grelina natural, la serina en la 3* posicién desde el
extremo amino (3% serina) se habia modificado con un resto hidréfobo.

Para revelar el grupo de modificacion en la 3% serina, la grelina purificada se analiz6 por espectrometria de masas
de ionizacién de electronebulizacién (ESI-MS). El peso molecular encontrado (3314,9 + 0,7) de la grelina natural fue
mayor en aproximadamente 126 que el peso molecular (3188,5) del péptido de grelina no modificada, que se estim6 a
partir de la secuencia de nucleétidos del ADNc. A partir del resultado anterior, se descubri6 que el grupo hidroxilo de
la 3% serina de la grelina natural se ha modificado con dcido graso n-octanoilo (C8 : 0).

Para confirmar esto, se sintetizé quimicamente el péptido de n-octanoil (C8 : 0) grelina y se examiné su tiempo de
elucién en HPLC de fase inversa. En la sintesis quimica del n-octanoil (C8 : 0) péptido, se sintetiz6 el péptido en el
que todos los grupos funcionales excepto el grupo hidroxilo de la 37 serina estaban protegidos por el método en fase
sdlida Fmoc usando un sintetizador de péptidos (ABI 433A, Applied Biosystems Co., Ltd), y después se obtuvo el
péptido deseado por acilacién del grupo hidroxilo de la 3% serina con 4cido n-octanoico y etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida en presencia de 4-(dimetilamino)piridina. El n-octanoil péptido sintético indicé el mismo tiempo de
elucién que la grelina natural purificada (Fig. 2a). Ademads, el n-octanoil péptido sintético y un fragmento peptidico
en las posiciones 1 a 4 desde el extremo amino (Gly 1 - Phe 4) que se obtuvo por tratamiento de la grelina natural con
quimotripsina mostré el mismo tiempo de retencién en HPLC de fase inversa.

A partir del resultado anterior, se concluy6 que la grelina natural derivada de rata tiene la secuencia aminoacidica
indicada en la SEQ ID N° 2, donde el grupo hidroxilo de la 3* serina se ha acilado con 4cido n-octanoico (4cido
caprilico) (Fig. 2c¢).

Ademds, se purificé grelina humana a partir de extracto de estdmago humano y se descubri6 que su estructura tiene
la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 3, donde el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la 3" serina se
ha acilado con dcido n-octanoico (4cido caprilico) (Fig. 4a).

Las estructuras de las grelinas derivadas de rata y humano se determinaron usando las purificadas como fracciones
de primer pico (tiempo de elucién de 55 a 56 minutos) de las fracciones activas de la Fig. 1b, y después de la purifi-
cacion, también se analiz6 la estructura de las otras fracciones activas de la Fig. 1b de la misma manera, indicando la
presencia no sélo de dcido caprilico (C8 : 0), sino también de su dcido monoeno (C8 : 1), dcido cdprico (C10: 0) y su
dcido monoeno (C10 : 1), y 4cido laurico (C12 : 0) y su dcido monoeno (C12 : 1) como 4cido graso de modificacién
en la 3% serina.

Ademds, se purificaron grelinas de pollo, anguila y rana a partir de extractos de estomago de la misma manera
que en el Ejemplo 2 y se analizaron sus estructuras de la misma manera que en el Ejemplo 3. Se descubrié que la
grelina de pollo tenia la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID N°: 25, la grelina de anguila tenia la secuencia
aminoacidica mostrada en la SEQ ID N°: 26, y la grelina de rana tenia la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ
ID N°: 27, y en todas las grelinas, el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la 3* serina se habia acilado con 4cido n-
octanoico (4cido caprilico).

Ademads, se purificaron grelinas de rana (Xenopus laevis), pez (trucha arco iris) y perro a partir de extractos de
estdmago de la misma manera que en el Ejemplo 2 y se analizaron sus estructuras de la misma manera que en el
Ejemplo 3.

Se descubrié que la grelina de rana tenia la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID N°: 28, la grelina de
trucha arco iris tenfa la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID N°: 29 y 30, y la grelina de perro tenia la
secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID N°: 31, y en todas las grelinas, el grupo hidroxilo de la cadena lateral
de la 3% serina o treonina se ha acilado con 4dcido n-octanoico (4cido caprilico).

A partir de la trucha arco iris, se obtuvieron la grelina-23 que consiste en 23 restos aminoacidicos mostrados en la
SEQ ID N°: 29 y la grelina-20 que consiste en 20 restos aminoacidicos mostrados en la SEQ ID N°: 30.
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Ejemplo 4
Actividad de liberacion de Ca de la grelina

La grelina natural y la grelina sintética modificada con n-octanoilo tenian actividad de liberacién de Ca, pero la
grelina sintética no modificada no mostraba una actividad de liberacion de Ca significativa (Fig. 2b). Ademas, como
el dcido n-octanoico o una mezcla de dcido n-octanoico y la grelina sintética no modificada no mostraba una actividad
de liberacion de Ca significativa, se descubrié que el resto de dcido n-octanoico de la grelina natural constituye una
estructura importante para la actividad de liberacién de Ca. En lo sucesivo, grelina se refiere a [O-n-octanoil-serina 3]-
grelina (Fig. 2c).

En células CHO-GHSR®62, la grelina presenté una mayor actividad de aumento de la concentracién de ion calcio
intracelular (actividad de liberacion de Ca) que la conseguida por GHRP-6, mientras que la GHRH (hormona de
liberacién de GH, expresada como GRF en la Fig. 3a) no present6 la actividad de liberaciéon de Ca (Fig. 3b). La
actividad de liberacién de Ca de la grelina se reconoci6 a una concentracién de 107" M o mayor, y su valor de CEs,
fue de 2,5 nM. La actividad de liberacién de Ca de la grelina se inhibi6 en presencia de un antagonista especifico a
una concentracién 10~* M ([D-Lys 3]-GHRP-6) para GHS-R [R.G. Smith, et al.. Science 260, 1640-1643 (1993)], y
la actividad de liberacion de Ca se restaurd a una alta concentracion de grelina en ausencia del antagonista (Fig. 3b).
El resultado anterior indica que la actividad de liberacién de Ca de la grelina se inhibe de manera antagonista por el
antagonista especifico para GHS-R.

Ejemplo 5
Un ADNCc para un precursor de grelina y su expresion en diversos 6rganos

La secuencia aminoacidica de la grelina no tenia ninguna homologia con las secuencias aminoacidicas de ningin
péptido conocido, pero como resultado del examen de homologia en la base de datos del GenBank, se encontré la
misma secuencia en una secuencia EST (etiqueta de secuencia expresada) de rata (N° de aceptaciéon del GenBank.
AI549172). Basdndose en esta secuencia EST, se sintetizaron los siguientes cebadores de PCR:

Cebador con sentido: 5’-TTGAGCCCAGAGCACCAGAAA-3
Cebador antisentido: 5’-AGTTGCAGAGGAGGCAGAAGCT-3’

Estos dos cebadores se usaron en RT-PCR, donde como plantilla se us6 ADNc derivado de estoémago de rata.
Las condiciones de PCR utilizaron 35 ciclos consistiendo cada uno en 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto. El fragmento de ADN amplificado se us6 como sonda para la seleccién de una
biblioteca de ADNc de estémago de rata. Realizando la seleccién en aproximadamente 2 x 10° fagos recombinantes,
se obtuvo un ADNc de longitud completa que codificaba la grelina derivada de rata.

El ADNCc de grelina de rata estaba compuesto por 501 bases mostradas en la SEQ ID N°: 6, que codificaban un
precursor de grelina (prepro-grelina) consistente en 117 aminodcidos (Fig. 4a). Los 23 restos aminoacidicos amino-
terminales del precursor de grelina tenian propiedades similares a las de un péptido sefial. La grelina empieza a partir de
la glicina 24, y los dos dltimos aminodcidos (Pro-Arg) en la grelina madura formaban una secuencia que experimentd
escisién con una proteasa.

Usando el ADNCc de grelina de rata, se seleccioné una biblioteca de ADNc de estomago humano en condiciones de
baja rigurosidad para obtener un ADNc de grelina humana de longitud completa. La biblioteca de ADNc de estomago
humano se prepard a partir de poli(A)*ARN gastrico humano (Clontech Co., Ltd) por medio del uso de un kit de
sintesis de ADNc (Pharmacia Co., Ltd). E1 ADNc de grelina humana de longitud completa obtenido de esta manera
estaba compuesto por 511 bases mostradas en la SEQ ID N° 7, que codificaban una precursor de grelina humana
(prepro-grelina) consistente en 117 aminodacidos (Fig. 4a). La homologia a nivel de la secuencia aminoacidica entre los
precursores de grelina derivados de rata y de humano fue de 82,9%, revelando que las grelinas estin muy conservadas
entre especies.

Para conocer la distribucion de la grelina en los tejidos, se analizé el poli(A)*ARN aislado de diversos tejidos de
rata (Fig. 4b). Por andlisis de transferencia de Northern de los tejidos de rata, se reconocié el ARNm precursor de
grelina de 0,62 kb en estémago. También se reconocieron en ventriculo dos bandas débiles, y éstas eran de ARNm
de 6,2 kb y 1,2 kb, que eran mayores que el ARNm de estémago, sugiriendo de esta manera diferentes empalmes de
ARNm del existente en estémago. Por los resultados anteriores, se descubrié que un sitio de expresioén importante para
la grelina es el estdmago.
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Ejemplo 6
Efecto de la grelina sobre la secrecion de hormonas de la pituitaria

Se examino in vitro e in vivo si la grelina tiene actividad inductora de la secrecion de GH o no. En primer lugar, se
examind el efecto de la grelina sobre células cultivadas primarias de la pituitaria anterior para un ensayo in vitro. Se
recogieron pituitarias anteriores a partir de ratas SD macho de cuatro semanas de edad y se dispersaron por tratamiento
con colagenasa, y las células se recogieron, se lavaron dos veces con medio DMEM (Medio de Eagle modificado por
Dulbecco) que contenia FCS (suero bovino fetal) al 10% y un antibidtico, y se suspendieron en medio DMEM para
preparar las células cultivadas primarias de la pituitaria anterior. Las 5 x 10* células se inocularon en una placa de
cultivo de células de 96 pocillos recubierta con poli-D-lisina, y se cultivaron durante 3 a 4 dias. El medio de cultivo
se cambi6 por medio DMEM que contenia 0,1 ml de muestra y se mantuvo a 37°C durante 15 minutos. Se recogi6
una alicuota del medio de cultivo y se midi6 por radioinmunoensayo para determinar las concentraciones de diversas
hormonas de la pituitaria en el medio de cultivo. Entre las hormonas de la pituitaria se midieron GH, FSH, LH, PRL
y TSH usando un kit producido por Biotrak/Amersham Co., Ltd, y la ACTH se midié usando un kit de EIA de alta
sensibilidad producido por Peninsula Laboratories.

Cuando se afiadié grelina a células cultivadas primarias de la pituitaria anterior, se reconocié un aumento en la
concentracion de ion calcio intracelular, mientras que la grelina sintética no modificada también mostrd una actividad
de liberacién de Ca ligeramente aumentada (Fig. 5a). Este resultado indica que tanto la grelina como la grelina no
modificada actian directamente sobre células de la pituitaria. Después, se examin la actividad inductora de la secre-
cion de GH de la grelina usando las células cultivadas primarias de la pituitaria anterior, y por medio de la adicién de
grelina 107% M, la concentracién de GH en el cultivo aumenté dependiendo de la concentracién, pero no se observo
ninglin aumento en las concentraciones de otras hormonas de la pituitaria (FSH, LH, PRL, TSH) (Fig. 5b).

La actividad inductora de la secrecién de GH de la grelina se examind in vivo. Después de inyectar 10 ug de grelina
sintética por via intravenosa en una rata macho (250 g), se recogié sangre periédicamente durante hasta 60 minutos
para medir la concentracién de hormonas de la pituitaria en plasma por radioinmunoensayo. Entre las hormonas de
la pituitaria sélo se liber6 GH en la sangre y alcanz6 el nivel maximo en un periodo de 5 a 10 minutos después de
la inyeccién intravenosa de grelina. A partir de este resultado, se descubrié que la grelina liberada desde el estémago
a la sangre actia sobre células de la pituitaria anterior y libera GH en la sangre, y se confirmé que la grelina es una
sustancia inductora de la secrecion de GH enddgena especifica no identificada.

Ejemplo 7
Aumento del rendimiento cardiaco en rata

Se examino el efecto de la administracion aguda de grelina sobre el sistema cardiovascular en una rata anestesiada.
Se dividieron ratas Wistar macho (Carerie) que pesaban cada una de 220 a 250 g, aleatoriamente, en 4 grupos (como
grupos que recibieron 10, 1, 0,5, y 0,2 ug de grelina respectivamente) para examinar el efecto de la administracién
aguda de grelina sobre el sistema cardiovascular. La grelina se diluy6 con solucién fisiolégica salina y después se
preparé una dosis de 10, 1, 0,5 6 0,2 ug/rata, y se administraron rdpidamente 120 ul a través de un tubo de inyeccién
(PES0) que se habfia insertado en la vena yugular comuin derecha para medir el rendimiento cardiaco.

Como indicador dindmico, se midieron la presidon sanguinea sistémica y el rendimiento cardiaco, y se calcul6 la
resistencia vascular periférica. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital y se fijaron en posicién dorsal. Para medir
la presién sanguinea media, se inserté una cdnula de polietileno (PE50) rellena con heparina en la arteria femoral
derecha. El rendimiento cardiaco se midié usando un medidor del rendimiento cardiaco de tipo de dilucién térmica
(CARDIOTHER M500R). Se inserté un tubo de inyeccion (PES0) relleno con solucién fisioldgica salina en la vena
yugular comun derecha en la rata y quedo6 retenido en el ventriculo derecho. Se inserté un microcatéter desde la vena
yugular comun derecha de la rata y quedo retenido en la parte de inicio de la aorta.

La infusién usé 100 ul de solucién fisioldgica salina a temperatura ambiente (25°C). Presionando un conmutador
de MEDIDA (MEASURE) del medidor del rendimiento cardiaco de tipo de dilucién térmica y simultineamente
inyectando la infusién (100 ul de solucién fisioldgica salina), se inicié la medicién del rendimiento cardiaco. El
rendimiento cardiaco se midié cinco veces para determinar el rendimiento cardiaco medio. La presiéon sanguinea
media y el rendimiento cardiaco se determinaron 1, 5, 15 y 30 minutos antes y después de la administracion de
grelina. La resistencia vascular periférica se determiné dividiendo la presién sanguinea media por el rendimiento
cardiaco.
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TABLA 1
Peso Rendimiento cardiaco (ml/min/kg) después de la
corporal administracion de 1 ug de grelina
(9) Omin. | 1 min. 5 min. 15 min. 30 min.
Media 230 347 382 367 341 338
SEM 3,7 14,3 10,2 11,5 7.9 8,8
En la tabla, SEM es el error tipico de la media.
TABLA 2
Peso Rendimiento cardiaco (ml/min/kg) después de la
corporal administracién de 10 pg de grelina
(9) 0 min. 1 min. 5 min. 15 min. 30 min.
Media 237 350 390 392 370 344
SEM 1,0 8,5 7,4 15,8 14,7 13,8

En la tabla, SEM es el error tipico de la media.

En el grupo que recibid 1 ug de grelina (Tabla 1) y el grupo que recibié 10 ug de grelina (Tabla 2), se reconocid
un aumento en el rendimiento cardiaco en 1 a 5 minutos después de la administracién.

Ejemplo 8
Aislamiento de grelina y grelina-27 de diversos origenes

A partir de extracto de estdmago de rata, se purificé grelina usando la actividad de liberacién de Ca como indicador
en el método descrito en el Ejemplo 2. La fraccién activa (tiempo de elucion de 59 minutos en la Fig. 1b) en la
CM-HPLC secundaria se purificé hasta la homogeneidad por HPLC de fase inversa en una columna uBondasphere
C-18 (3,9 x 150 mm, producida por Waters Co., Ltd). Esta fraccién se analizd por espectrometria de masas con
ionizacién por electronebulizacién (ESI-MS), indicando un pico del peso molecular (3187,2 + 0,9) que era menor en
aproximadamente 126 que el de la grelina natural modificada con 4cido octanoico (C8) consistente en 28 aminoacidos.
La determinacién de la secuencia aminoacidica de este péptido por un secuenciador de péptidos (ABI 494, fabricado
por Applied Biosystems Co., Ltd) revel6 que es un péptido compuesto de los siguientes 27 restos aminoacidicos: Gly
Ser Xaa Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
(Xaa es un aminodcido no identificado). Es decir, este péptido estaba compuesto por una secuencia aminoacidica en
la que en la grelina consistente en 28 aminoécidos, se habia delecionado la 13* o 14* glutamina. Como la actividad
de liberacién de Ca de este péptido era similar a la de la grelina de 28 aminodcidos como se muestra en el Ejemplo
9, este péptido se denominé grelina-27. A partir de extracto de estomago humano, se aislé grelina-27 humana de la
misma manera que la grelina de rata, y se confirmé que consistia en la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID
N°: 11. Se purificaron fracciones de picos con tiempos de retencidon de 64 a 65 minutos en CM-HPLC secundaria y
se analizaron por espectrometria de masas con ionizacién por electronebulizacién (ESI-MS), indicando un pico con el
peso molecular (3341,4 + 0,9). Como este péptido modificado con dcido graso estaba compuesto por 28 aminodcidos,
se revel6 que era un péptido en el que en la grelina (28 aminodcidos), la tercera serina se habfa modificado con 4cido
decanoico (C10).

A partir de la biblioteca de ADNc de estdémago de rata preparada en el Ejemplo 5, se cloné un ADNc codificante
de un precursor de grelina-27 por hibridacion en placa donde el fragmento de ADN amplificado por PCR preparado en
el Ejemplo 5 se usé como sonda. Se determind la secuencia de nucleétidos del ADNc y se confirmé que codificaba el
precursor de grelina-27. E1 ADNc resultante para el precursor de grelina-27 de rata estaba compuesto por la secuencia
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de nucledtidos indicada en la SEQ ID N°: 14, que codificaba el precursor de grelina-27 que tenia la secuencia aminoa-
cidica (116 aminodcidos) indicada en la SEQ ID N°: 12. También se cloné un ADNc para el precursor de grelina-27
humana de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y revel6 que consistia en la secuencia de nucleétidos
indicada en la SEQ ID N°: 15, que codificaba el precursor de grelina-27 humana que tenia la secuencia aminoacidica
(116 aminodacidos) indicada en la SEQ ID N°: 13.

Se clon6 un ADNCc que codificaba un precursor de grelina o grelina-27 de origen porcino a partir de una biblioteca
de ADNc porcina por el método descrito en el Ejemplo 5 por hibridacién en placa, donde se us6 como sonda el
fragmento de ADN amplificado por PCR descrito en el Ejemplo 5. Se determiné la secuencia de nucleétidos del
clon de ADNc resultante y se confirmé que codificaba un precursor de grelina porcina o un precursor de grelina-27
porcina. El ADNc resultante para el precursor de grelina porcina estaba compuesto por la secuencia de nucleétidos
indicada en la SEQ ID N°: 20, que codificaba un precursor de grelina que tenia la secuencia aminoacidica (118
aminodcidos) indicada en la SEQ ID N°: 18. E1 ADNc para el precursor de grelina-27 porcina estaba compuesto por la
secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID N°: 21, que codificaba el precursor de grelina-27 que tenia la secuencia
aminoacidica (117 amino4cidos) indicada en la SEQ ID N°: 19. Por consiguiente, la grelina porcina (28 aminodcidos)
y la grelina-27 porcina (27 aminoécidos) estdn compuestas por las secuencias aminoacidicas indicadas en las SEQ ID
N°: 16y 17, respectivamente.

Se cloné un ADNc codificante de un precursor de grelina derivado de anguila, Xenopus laevis o trucha arco iris
a partir de diversas bibliotecas de ADNc por el método descrito en el Ejemplo 5 por hibridacién en placa, donde se
us6 como sonda el fragmento de ADN amplificado por PCR descrito en el Ejemplo 5. Se determind la secuencia de
nucledétidos del clon de ADNCc resultante y se confirmé que codificaba el precursor de grelina.

El ADNCc resultante para el precursor de grelina de anguila estaba compuesto por los nucleétidos indicados en
la SEQ ID N°: 36, el ADNCc para el precursor de grelina de rana estaba compuesto por los nucleétidos indicados en
la SEQ ID N°: 37, y el ADNCc para el precursor de grelina de trucha arco iris estaba compuesto por los nucleétidos
indicados en la SEQ ID N°: 38 6 39.

En el caso de la trucha arco iris, se obtuvieron el ADNc codificante del precursor de la grelina-23 indicado en la
SEQ ID N°: 38 y el ADNCc codificante del precursor de grelina-20 indicado en la en SEQ ID N°: 39.

A partir de las secuencias de nucledtidos de los ADNc anteriores, se descubrié que el precursor de grelina de
anguila tiene la secuencia aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 32, el precursor de grelina de rana tiene la secuencia
aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 33, y el precursor de grelina de trucha arco iris tiene la secuencia aminoacidica
indicada en las SEQ ID N°: 34 6 35.

A partir de la trucha arco iris, se encontraron la secuencia aminoacidica del precursor de la grelina-23 indicada en
la SEQ ID N°: 34 y la secuencia aminoacidica del precursor de la grelina-20 de la SEQ ID N°: 35.

Se cloné un ADNc para un precursor de grelina bovina por el método de PCR. Es decir, se realizé una PCR
donde se us6 como cebador un ADN sintético que tenfa secuencias de nucledtidos diseiiadas basdndose en las se-
cuencias aminoacidicas conservadas entre las grelinas y grelinas-27 procedentes de rata, humana y porcina y donde
se usé como plantilla una biblioteca de ADNc de estdmago bovino. El fragmento de ADN amplificado de esta ma-
nera tenia la secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID N°: 24, que codificaba una parte del precursor de la
grelina-27 bovina indicado en la SEQ ID N°: 23. Por consiguiente, la grelina-27 bovina tiene la secuencia aminoa-
cidica indicada en la SEQ ID N°: 22. En el fragmento de ADN amplificado por la PCR anterior usando la bibliote-
ca de ADNc de estdmago bovino como plantilla, no hubo ningiin ADN que codificara un precursor de grelina (28
aminodcidos).

Los aminoécidos de las grelinas de rata, humana y porcina y las grelinas-27 de rata, humana, porcina y bovina
eran muy similares, y en particular, las secuencias aminoacidicas del 1*" al 10° aminodacidos en las 7 grelinas descritas
anteriormente eran completamente idénticas entre si.

Ejemplo 9
Comparacion de actividad entre diversos derivados de grelina

Se examinaron fragmentos peptidicos obtenidos por digestidn parcial de las grelinas de rata y humana por diversas
proteasas, o péptidos sintetizados quimicamente, con respecto a su actividad de liberaciéon de Ca para determinar
la secuencia aminoacidica central y la longitud de cadena éptima del 4cido graso de modificacién necesario para la
actividad de liberacion de Ca. La actividad de liberacién de Ca de la grelina se expresé en términos de la concentracién
de grelina (CEs,, nM) a la que se consigue 50% de la actividad maxima. Por consiguiente, los valores de CEs, inferiores
son indicativos de mayor actividad.
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TABLA 3

Comparacion de la actividad entre diversos derivados de grelina

Origen SEC Aminoacidos Modificaciéon con Actividad de Observaciones
ID N° acido graso liberacién de Ca
(CEso, nM)
humano 3 1-28 Acil (C: 8) 2,6 Grelina natural
humano 3 1-15 Acil (C : 8) 7,0
humano 3 1-11 Acil (C: 8) 15
rata 2 1-28 Acil (C : 8) 2,9 Grelina natural
rata 2 1-15 Acil (C : 8) 8,6
rata 2 1-11 Acil (C : 8) 15
rata 2 1-10 Acil (C : 8) 19
rata 2 1-9 Acil (C : 8) 38
rata 2 1-8 Acil (C : 8) 100
rata 2 1-4 Acil (C : 8) 480
rata 2 16-28 Acil (C : 8) >10000
rata 2 (1-28)+ Acil (C : 8) 2,8 grelina-27
(14-28)
rata 2 1-28 Acil (C : 16) 3,1
rata 2 1-28 Acil (C: 10) 2,6
rata 2 1-28 Acil (C : 6) 16
rata 2 1-28 Acil (C : 4) 280
rata 2 1-28 Acil (C: 2) 780

La actividad de liberacién de Ca de la grelina estd presente en el lado del extremo amino. Un péptido desde el
extremo amino al 4° aminodcido tiene suficiente actividad de liberacién de Ca y un péptido desde el extremo amino
al décimo aminoacido muestra una fuerte actividad de liberacién de Ca parecida a la de la grelina natural. Cuando la
longitud de la cadena del 4cido graso de modificacién es C : 2 (grupo acetilo), se produce una actividad suficiente, y
cuando la longitud de la cadena es C : 8 (grupo octanoilo), se consigue una actividad maxima de liberacién de Ca,
incluso si el nimero de dtomos de carbono del 4cido graso se aumenta adicionalmente a C : 10 (grupo decanoilo) o
a C : 16, no cambia la fuerte actividad de liberacién de Ca. Es decir, cuando el 4cido graso para modificar la tercera
serina desde el extremo amino contiene 8 o mas dtomos de carbono, se consigue la mayor actividad de liberacién de
Ca.

Ejemplo 10
Sintesis de diversos derivados de grelina
(1) Sintesis de derivados peptidicos
Se adquirieron derivados de aminodcidos distintos de Fmoc-PSer (CgH;7) y Fmoc-Ser (CsHj,), y reactivos de sin-
tesis, en Perkin Elmer, Novabiochem or Watanabe Kagaku Co., Ltd. La extensién de la cadena peptidica se realizé

principalmente usando un sintetizador Applied Biosystem 433A producido por Perkin Elmer, y se construy6 un deri-
vado de péptido protegido-resina por el método Boc o Fmoc. La resina con péptido protegido obtenida por el método
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Boc se desprotegié con fluoruro de hidrégeno anhidro (HF) en presencia de p-cresol, liberando de esta manera el
péptido, que después se purificd. La resina con el péptido protegido obtenida por el método Fmoc se desprotegid
con 4cido trifluoroacético (TFA) o TFA diluido que contenfa diversos eliminadores, y se purificé el péptido liberado.
La purificacién se realiz6 en HPLC de fase inversa en una columna C4 o C18. La pureza del producto purificado se
confirmé por HPLC de fase inversa y su estructura se confirmé por el andlisis de la composicién de aminoacidos y
espectrometria de masas.

El péptido de la presente invencién se produce por un método de sintesis de péptidos convencional. Por ejem-
plo, puede producirse por un método descrito en el capitulo 2 y 3 de “Biochemical Experimental Course 1, Protein
Chemistry IV (Tokyo Kagaku Dojin) o en "Development of Medicines, a second series, Vol. 14, Peptide Synthesis
(Hirokawa Shoten Co., Ltd). Por consiguiente, a continuacion se muestran ejemplos tipicos del péptido de la presente
invencién. Especificamente, a continuacién se ejemplifican sintesis de péptidos acilados o alquilados. Ademads, se hizo
reaccionar grelina de origen humano (que puede abreviarse en lo sucesivo como hGrelina) o grelina procedente de rata
(que puede abreviarse en lo sucesivo como rGrelina) con tripsina o quimiotripsina o las dos enzimas sucesivamente
para dar los siguientes fragmentos de grelina: 19. Grelina (16-28), 20. hGrelina (1-15), 21. rGrelina (1-15), 23. hGre-
lina (1-11), 24. rGrelina (1-11), 25. Grelina (1-10), 26. Grelina (1-9), 27. Grelina (1-8), y 30. Grelina (1-4). Después,
estos fragmentos se aislaron por HPLC analitica y se midi6 su actividad. 41. La [N-Acetil]-Grelina (1-10) se prepa-
r6 de la manera habitual tratando Grelina (1-10) con N-acetilsuccinimida. El compuesto n° 2 (grelina de rata) hizo
uso de un material natural y 10. [Ser’(Butiril)]-rGrelina, 11. [Ser’*(Hexanoil)]-rGrelina, 12. [Ser®*(Decanoil)]-rGrelina,
13. [Ser’*(Lauroil)]-rGrelina y 14. [Ser®(Palmitoil)]-rGrelina se sintetizaron de la misma manera que en la sintesis del
compuesto 1 (hGrelina) y después se midi6 su actividad.

Abreviaturas Principales

resina HMP; resina de 4-hidroximetil-fenoximetilo

resina de Fmoc-amida; resina de 4-(2’°,4’-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)fenoxiacetamido-etilo

resina PAM; resina de fenilacetoamidometilo

HBTU; hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio

TBTU; tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio

HOBt; 1-hidroxibenzotriazol

DCC; diciclohexilcarbodiimida

DIPCI; diisopropilcarbodiimida

TFA; 4cido trifluoroacético

DIPEA; diisopropiletilamina

TIPS; triisopropilsilano

Fmoc; fluorenilmetoxicarbonilo

Boc; t-butiloxicarbonilo

Trt; tritilo

Bu'; #-butilo

Pmc; 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo

Prl; propionilo

PhPrl; fenilpropionilo

Bzl; bencilo

Bom; benciloximetilo

Tos; toluenosulfonilo

Cl-Z; 2-cloro-benciloxicarbonilo
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Pis; 2-fenilisopropilo

Mtt; 4-metiltritilo

DMF; N,N-dimetilformamida
NMP; N-metilpirrolidona
DMAP; 4-dimetilaminopiridina
HOSu; N-hidroxisuccinimida
Adod; acido 2-aminododecanoico
Aib; acido 2-aminoisobutilico
Ape; dcido S-aminopentanoico
Cha; ciclohexilalanina

Dap; 4cido 2,3-diaminopropiénico
Nal; naftilalanina

Nle; norleucina

Aminodcidos de proteccion usados en la sintesis
Método Fmoc:

Boc-Gly, Fmoc-Gly, Fmoc-Ser (Bu'), Fmoc-Ser (Trt), Fmoc-Glu (OBu'), Fmoc-His (Boc), Fmoc-Gln (Trt), Fmoc-
Arg (Pmc), Fmoc-Lys (Boc), Fmoc-Pro, Fmoc-Leu, Fmoc-Ala, Fmoc-Val, Fmoc-Phe, Fmoc-"Phe, Fmoc-Ser (n-
C4H,;), Fmoc-PSer (n-CyH,;), Fmoc-Cys (n-CgH;), Fmoc-Asp (OPis), Fmoc-Ser (Bzl), Fmoc-Cys (Trt), Fmoc-Dap
(Octanoilo), Fmoc-2 -“Nal, Fmoc-2-PNal, Fmoc-Nle, Fmoc-Lys (Mtt), Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Asp (O-C;H;5)

Método Boc:

Boc-Gly, Boc-Ser (Bzl), Boc-Ser (Ac), Boc-Ser (Prl), Boc-Glu (OBzl), Boc-His (Bom), Boc-Gln, Boc-Arg (Tos),
Boc-Lys (Cl-Z), Boc-Pro, Boc-Leu, Boc-Ala, Boc-Val, Boc-Phe, Boc-Cys (n-CsH,;),Boc-Ape, Boc-Ser (n-CgH, ;)
Unidades usadas

(a) Sistema de HPLC analitica

Unidad: Sistema Shimadzu LC-10A

Columna: YMC PROTEIN-RP (4,6 mm ¢ x 150 mm)

Temperatura de la columna: 40°C

Eluyente: Un gradiente lineal de acetonitrilo de 0 a 50% durante 20 minutos en 4cido trifluoroacético al 0,1%

Caudal: 1 ml/min.

Deteccion: UV (210 nm)

Volumen de inyeccién: de 10 a 100 ul
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(b) Sistema de HPLC Preparativa
Unidad: Sistema de Liberacion Multidisolvente Waters 600

Columnas: YMC-Pack-ODS-A (5 ym, 20 mm x 250 mm)
YMC-Pack-PROTEIN-RP (5 um, C4, 10 mm x 250 mm)
YMC-Pack PROTEIN-RP (5§ ym, C4, 20 mm x 250 mm)
YMC PROTEIN-RP (4,6 mm ¢ x 150 mm)

Eluyente: Un gradiente lineal adecuado de concentracién de acetonitrilo en dcido trifluoroacético al 0,1%

Caudal: 10 ml/min. (para la columna de un didmetro interno de 20 mm), 3 ml/min. (para la columna de un didmetro
interno de 10 mm), 1 ml/min. (para la columna de un didmetro interno de 4,6 mm)

Deteccién: 210 nm, 260 nm

Inyeccion: de 10 a 2000 ul (se inyectaron 2000 ul o mas mediante una bomba)

(c) Espectrometro de masas

Unidad: Finigan MAT TSQ700

Fuente de iones: ESI

Modo de ion de deteccion: Positivo

Voltaje de nebulizacion: 4,5 kV

Temperatura de Capilaridad: 250°C

Fase mévil: Una mezcla de 4cido acético al 0,2% y metanol (1:1)
Caudal: 0,2 ml/min.

Intervalo de exploracién: m/z de 300 a 1.500

(d) Andlisis de la secuencia aminoacidica

Unidad: secuenciador Applied Biosystem 477A, modelo 492 fabricado por Perkin Elmer

(e) Andlisis de la composicion de aminodcidos
Unidad: analizador de aminoacidos modelo L-8500 fabricado por Hitachi,Co., Ltd.

Muestra: A menos que se especifique otra cosa, la muestra se hidrolizé con HC1 6 M a 110°C durante 24 horas en
un tubo cerrado herméticamente.

(2) Ejemplo de sintesis de un derivado que tiene acil serina o acil treonina (método Fmoc, derivados de amida de
extremo carboxilo)

Compuesto 1 hGrelina: GSS(CO-C;H,s)FLSPEHQRVQQORKESKKPPAKLQPR

Se traté Fmoc-Arg(Pmc)-resina HMP (403 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minu-
tos y se sometio repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con pipe-
razina secuencialmente para construir Fmoc-Ser(Bu')-Ser(Trt)-Phe-Leu-Ser(tBu)-Pro-Glu(OBu')-His(Boc)-GIn(Trt)-
Arg(Pmc)-Val-GIn(Trt)-Gln(Trt)- Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Glu(OBu')-Ser(Bu')-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Pro-Pro- Ala-Lys
(Boc)-Leu-GlIn(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-resina. Después de que se introdujera finalmente Boc-Gly por DCC/HOB}, la resi-
na peptidica protegida resultante (1,3 g) se trat6 con una solucién de TFA al 1%-TIPS al 5%-cloruro de metileno (15
ml) durante 30 minutos. La resina-péptido se filtrd, se lavo varias veces con cloruro de metileno (30 ml) y se lavé con
DIEA al 5% (10 ml) y después con cloruro de metileno (30 ml). La resina-péptido des-Trt resultante (aproximadamente
1,3 g) se hinché con NMP (10 ml), se afiadieron dcido octanoico (144,2 mg, 1,0 mmol) y DIPCI (126,2 mg, 1,0 mmol)
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en presencia de DMAP (61,1 mg, 0,5 mmol) y se dejé reaccionar durante 8 horas. La resina se recuperé por filtracién
y se lavé con NMP y después con cloruro de metileno, seguido de secado al vacio para dar aproximadamente 1,2 g de
resina-péptido protegido, donde la cadena lateral de la 3* serina estaba octanoilada. A este producto se le afiadi6é un
reactivo de desproteccion (10 ml) consistente en 88% de TFA-5% de fenol-2% de TIPS-5% de H,0, y la mezcla se
agit6 a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se retir6 por filtracién y el filtrado se concentré seguido de la
adicion de éter a los residuos resultantes para formar precipitados. Los precipitados se recuperaron por filtracion y se
secaron para dar aproximadamente 550 mg de péptido bruto. Se disolvieron 200 mg de este producto en 10 ml de agua
y la mezcla se aplicé a YMC-Pack PROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm) y se eluy6 con un gradiente lineal (caudal:
10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54% en acido trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas
se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente 120 mg del producto deseado.

(3) Ejemplo de sintesis de un derivado que tiene acil serina o acil treonina (método Fmoc, compuestos de amida
carboxilo-terminales)

Compuesto 3 Grelina (1-9)-NH,; GSS(CO-C,H,s)FLSPEH-NH,

Se traté Fmoc-amida-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minutos y se
sometio repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido por HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con piperazina
secuencialmente para construir resina Fmoc-Ser(Bu')-Ser(Trt)-Phe-Leu-Ser(Bu')-Pro-Glu(OBu')-His(Boc). Después
de que se introdujera finalmente Boc-Gly por DCC/HOBE, la resina-péptido protegido resultante (aproximadamente
550 mg) se traté con soluciéon de TFA al 1%-TIPS al 5%-cloruro de metileno (10 ml) durante 30 minutos. La resina-
péptido se recuperd por filtracion, se lavo varias veces con cloruro de metileno (30 ml) y se lavé con DIEA al 5%
(10 ml) y después con cloruro de metileno (30 ml). La resina-péptido des-Trt resultante (aproximadamente 750 mg)
se hinché con NMP (10 ml), se afiadieron 4cido octanoico (144,2 mg, 1,0 mmol) y DIPCI (126,2 mg, 1 mmol) en
presencia de DMAP (61,1 mg, 0,5 mmol) y la mezcla se dejé reaccionar durante 4 horas. La resina se recuperd por
filtracién y se lavé con NMP y después con cloruro de metileno, seguido de secado al vacio para dar aproximadamente
800 mg de resina-péptido protegido donde la cadena lateral de la 3* serina estaba octanoilada. A este producto se
le afiadi6 TFA (10 ml) y se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. La resina se retiré por filtracién y el
filtrado se concentrd seguido de adicién de éter a los residuos resultantes para formar precipitados. Los precipitados
se recuperaron por filtracién y se secaron para dar aproximadamente 250 mg de péptido bruto. Se disolvieron apro-
ximadamente 200 mg de este producto en 10 ml de 4cido acético acuoso al 30% y la mezcla se aplicé a YMC-Pack
PROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm) y se eluyé con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de
acetonitrilo de 0 a 54% en 4cido trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para
dar aproximadamente 150 mg del producto deseado.

(4) Ejemplo de sintesis de un derivado que tiene acil serina o acil treonina (método Boc)
Compuesto 9 [Ser’(Propionil)J-rGrelina (1-28); GSS(CO-CH,CH;)FLSPEHQKAQQORKESKKPPAKLQOPR

Se construy6 resina-grelina de rata (4-28) protegida a partir de resina Boc-Arg (Tos)-Pam (0,75 g, 0,5 mmol) por
medio de la quimica de Boc, y se condensaron Boc-Ser(CO-CH,CH;)-OH, Boc-Ser(Bzl)-OH y Boc-Gly-OH con una
mitad (1,4 g) de la resina. La resina resultante, 1,5 g, se traté con una mezcla de HF y p-cresol (8,5 ml:1,5 ml) a 0°C
durante 1 hora y el HF se evaporé. Se afadi6 éter a los residuos, con lo que se obtuvieron 671 mg de péptido bruto.
Esta muestra se disolvié en 4cido acético (AcOH) al 50% y se aplic6 a una columna preparativa Y MC-Pack-ODS-A
(5 pm, 20 mm x 250 mm) y se eluy6 a una velocidad de 10 ml/min mediante un gradiente de una concentracién de
acetonitrilo de 0 a 95% en solucién de TFA al 0,1% durante 75 minutos. Las fracciones que contenian el producto
deseado se liofilizaron para dar 135,8 mg de péptido bruto. Una parte (0,5 mg) de este producto se aplic6 a una columna
YMC-A-302 (C18, 4,6 mm ¢ x 150 mm) y se eluyé a un caudal de 1 ml/min. mediante un gradiente de acetonitrilo a
una concentracién de 15 a 19%. Este procedimiento de purificacion se repiti y las fracciones deseadas se combinaron
para dar 0,41 mg del producto deseado.

Los siguientes derivados de péptidos que tienen acil serina o acil treonina se produjeron de la misma manera que
en la produccién del Compuesto 3 6 9 descrito anteriormente.

A continuacion se resumen los resultados de la espectrometria de masas y del andlisis de la composicién de ami-
noécidos de los derivados de péptidos que tienen acil serina o acil treonina.
Compuesto 1. hGrelina

ESI-MS 3371,0 (valor tedrico: 3370,9), composicién de aminoécidos: Ser; 3,53 (A), GIx; 5,91 (6), Gly; 1,02 (1),
Ala; 1,00 (1), Val; 0,96 (1), Leu; 2, Phe; 1,06 (1), Lys; 3,90 (4), His; 0,97 (1), Arg; 2,87 (3), Pro; 3,87 (4)
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Compuesto 3. Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H]; 1085,7 (valor tedrico: 1085,2), composicién de aminodcidos: Ser; 2,45 (3), Glx; 0,98 (1), Gly;
0,99 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1), His; 1,08 (1), Pro; 0,97 (1)

Compuesto 4. [Ser*(Octanoil), Ser’ ]-Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H]; 1085,8 (valor tedrico: 1085,2), composicién de aminodcidos: Ser; 2,46 (3), Glx; 0,98 (1), Gly;
0,99 (1), Leu; 1, Phe; 1,01 (1), His; 1,09 (1), Pro; 0,97 (1)

Compuesto 5. [Ser*(Octanoil) J-Grelina (1-9)-amida

ESI-MS [M+H]; 1211,7 (valor tedrico: 1211,4), composicién de aminodcidos: Ser; 2,48 (3), Glx; 1,00 (1), Gly;
1,01 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), His; 1,11 (1), Pro; 0,98 (1)

Compuesto 8. [Ser*(Acetil) ]-rGrelina

ESI-MS 3231,0 (valor tedrico: 3230,7), composicién de aminoacidos: Ser; 3,50 (4), Glx; 5,90 (6), Gly; 0,98 (1),
Ala; 2,00 (2), Leu; 2, Phe; 1,01 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1), Arg; 1,99 (2), Pro; 3,99 (4)

Compuesto 9. [Ser’(Propionil)3-rGrelina

ESI-MS 3245,0 (valor tedrico: 3242,8), composicién de aminodcidos: Ser; 3,42 (4), Glx; 5,93 (6), Gly; 1,00 (1),
Ala; 2,00 (2), Leu; 2, Phe; 1,10 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1), Arg; 1,99 (2), Pro; 3,83 (4)

Compuesto 15. [Ser® (3-Fenilpropionil)]-hGrelina

ESI-MS 3377,0 (valor tedrico: 3376,9), composicién de aminodcidos: Ser; 3,06 (4), Glx; 5,92 (6), Gly; 0,93 (1),
Ala; 0,98 (1), Val; 0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,13 (1), Lys; 4,03 (4), His; 1,08 (1), Arg; 3,00 (3), Pro; 3,76 (4)

Compuesto 16. [Ser’(3-Octenoil) ]-hGrelina

ESI-MS 3369,0 (valor teérico: 3368,9), composicién de aminodcidos: Ser; 3,59 (4), Glx; 5,91 (6), Gly; 1,00 (1),
Ala; 1,02 (1), Val; 0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,15 (1), Lys; 3,97 (4), His; 0,98 (1), Arg; 2,93 (3), Pro; 3,88 (4)

Compuesto 28. Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 948,5 (valor teérico: 948,1), composicién de aminodcidos: Ser; 2,45 (3), Glx; 0,97 (1), Gly; 0,99
(1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Pro; 0,97 (1)

Compuesto 29. Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H] 819,6 (valor tedrico: 819,0), composicién de aminodcidos: Ser; 2,52 (3), Gly; 1,01 (1), Leu; 1,
Phe; 1,02 (1), Pro; 1,09 (1)

Compuesto 30. Grelina (1-6)-amida

ESI-MS [M+H]; 722,4 (valor tedrico: 721,8), composicién de aminoacidos: Ser; 2,47 (3), Gly; 0,99 (1), Leu; 1,
Phe; 1,00 (1)

Compuesto 31. Grelina (1-5)

ESI-MS [M+H] 636,5 (valor tedrico: 635,8), composicién de aminodcidos: Ser; 1,78 (2), Gly; 0,99 (1), Leu; 1,
Phe; 1,02 (1)
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Compuesto 32. Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 635,4 (valor tedrico: 634,8), composicién de aminodcidos: Ser; 1,67 (2), Gly; 1,01 (1), Leu; 1,
Phe; 1,01 (1)

Compuesto 33-2. Grelina (1-4)-amida

ESI-MS [M+H] 522,2 (valor teérico: 521,6), composicién de aminoacidos: Ser; 1,65 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1

Compuesto 34. Grelina (1-3)-amida

ESI-MS [M+H] 375,2 (valor teérico: 374,4), composicién de aminoécidos: Ser; 1,66 (2), Gly; 1

Compuesto 35. [Lys®]-Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 947.9 (valor tedrico: 947,1), composicién de aminodcidos: Ser; 2,70 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1,
Phe; 1,00 (1), Lys; 0,99 (1), Pro; 1,00 (1)

Compuesto 36. [Arg®]-Grelina (1-8)-amida

ESI-MS [M+H] 975,8 (valor tedrico: 975,2), composicién de aminodcidos; Ser; 2,70 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1,
Phe; 1,01 (1), Arg; 0,99 (1), Pro; 1,00 (1)

Compuesto 37. [Lys® ]-Grelina (1-6)-amida

ESI-MS [M+H] 763,6 (valor tedrico: 762,9), composicién de aminodcidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1,
Phe; 1,01 (1), Lys; 1,00 (1)

Compuesto 38. [Lys’ |-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 650,5 (valor tedrico: 649,8), composicién de aminodcidos; Ser; 1,79 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1,
Lys; 0,99 (1)

Compuesto 39. [PPhe*, Lys® ]-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H] 650-5 (valor tedrico: 649,8), composiciéon de aminodcidos Ser; 1,79 (2), Gly; 0,99 (1), Phe; 1, Lys;
0,99 (1)

Compuesto 40. [N-Aminopentanoil |-Grelina (3-7)-amida

ESI-MS [M+H] 774,7 (valor teérico: 774,0), composicién de aminodcidos: Ser; 1,80 (2), Leu; 1, Phe; 1,01 (1),
Pro; 1,00 (1)

Compuesto 43. [N-Glicil]-Grelina (3-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 732,7 (valor tedrico: 731,9), composicién de aminodacidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1,
Phe; 1,01 (1), Pro; 1,00 (1)

Compuesto 44. [Leu?* ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 845,7 (valor tedrico: 845,1), composicién de aminoacidos: Ser; 1,80 (2), Gly; 1,01 (1), Leu; 2,
Phe; 1,02 (1), Pro; 0,99 (1)
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Compuesto 45. [His*]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 869,7 (valor teérico: 869,0), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con dcido
propidnico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 1,02 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), His;
0,95 (1), Pro; 0,99 (1)

Compuesto 46. [Lys*]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 860,7 (valor teérico: 860,1), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con acido
propiénico-dcido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 1,04 (2), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Lys;
1,00 (1), Pro; 1,00 (1)

Compuesto 47. [Gly* ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 789,5 (valor tedrico: 788,9), composicién de aminodcidos después de la hidrdlisis con dcido
propidnico-4cido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 1,14 (2), Gly; 2,01 (2), Leu; 1, Phe; 1,00 (1), Pro;
1,00 (1)

Compuesto 59. [Thr*(Octanoil) ]-hGrelina

ESI-MS M; 3384,0 (valor tedrico: 3384,9), composicidon de aminodcidos: Ala; 1,02 (1) Arg; 2,99 (3), Glx; 5,91
(6), Gly; 1,02 (1), His; 1,00 (1), Leu; 2, (2), Lys; 4,05 (4), Phe; 1,00 (1), Pro; 4,06 (4), Ser; 2,66 (3), Thr; 0,94 (1), Val;
0,96 (1)

Compuesto 60. [Leu?, Thr*(Octanoil)]-hGrelina

ESI-MS M; 3410,0 (valor tedrico: 3411,0), composicién de aminodcidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,92
(6), Gly; 1,01 (1), His; 1,01 (1), Leu; 3 (3), Lys; 4,02 (4), Phe; 1,01 (1), Pro; 4,00 (4), Ser; 1,81 (2), Thr; 0,96 (1), Val;
0,97 (1)

Compuesto 69. [Ser’(4-Metilpentanoil) J-hGrelina

ESI-MS M; 3343,0 (valor tedrico: 3342,9), composicion de aminodcidos Ala; 1,00 (1), Arg; 2,97 (3), Glx; 5,86
(6), Gly; 1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2, Lys; 4,00 (4), Phe; 1,01 (1), Pro; 3,99 (4), Ser; 3,54 (4), Val; 0,98 (1)

Compuesto 75. [Lys’ ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 850,5 (valor tedrico: 850,0), composicién de aminoacidos: Ser; 2,67 (3), Gly; 1,00 (1), Leu; 1,
Phe; 1,00 (1), Lys; 1,00 (1)

(5) Ejemplo de sintesis de un derivado acilado amino-terminal
Compuesto 6. [N-Octanoil, Ser® ]-Grelina (1-9)-amida; C;H,sCO-GSSFLSPEH-NH,

Se traté resina-Fmoc-amida (403 mg, 0,25 mmol, ABX Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minutos y
se sometid repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido con HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con pipera-
zina secuencialmente para construir Fmoc-Gly-Ser(Bu')-Ser(Bu')-Phe-Leu-Ser(tBu)-Pro-Glu(OBu')-His(Boc)-resina.
Después del tratamiento con piperazina, la resina-péptido resultante (550 mg) se lavé con NMP, se afiadieron DIPCI
(126,2 mg, 1 mmol) y 4cido octanoico (144,2 mg, 1,0 mmol) en presencia de HOBt (135,1 mg, 1 mmol) y la mezcla
se dejé reaccionar durante 4 horas. La resina se recuper6 por filtracion, se lavé con NMP y después con cloruro de
metileno y se secé al vacio para dar aproximadamente 600 mg de resina-péptido protegido donde el grupo amino
de la Gly amino-terminal estaba octanoilado. Este producto se desprotegié con TFA (10 ml) (tratamiento durante 30
minutos) para dar 200 mg de péptido bruto. Toda la muestra se aplicé a YMC-Pack PROTEIN-RP (5 ym, C4, 20 mm
x 250 mm) y se eluy6 con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54% en
cido trifluoroacético al 0,1%. Se obtuvieron aproximadamente 180 mg del producto deseado.

Valores medidos: ESI-MS [M+H]; 1085,6 (valor tedrico: 1085,2), composicion de aminodcidos: Ser; 2,47 (3), Glx;
0,98 (1), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,02 (1), His; 1,09 (1), Pro; 0,96 (1)
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(6) Ejemplo de sintesis de un derivado que contiene serina que tiene una cadena lateral alquilo
Compuesto 50. [Ser’(Octil) ]-Grelina (1-7)-amida
GSS(CgH,,)FLSP-NH,
Fmoc-Ser (CgH;,)

Con refrigeracion en hielo, se afiadi6 hidruro sédico (3,19 g, 133 mmol) a una solucién de Boc-Ser (12,3 g, 53,9
mmol) en DMF (300 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Se afiadié yoduro de octano (11,0 ml,
60,9 mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de que a la solucién de reaccién se
le afiadiera gota a gota agua (40 ml) con refrigeracién con hielo, el disolvente se evapor6 al vacio. Los residuos resul-
tantes se purificaron aplicdndolos a cromatografia en columna de gel de silice (gel; Art9385, Merck Co., Ltd, eluyente:
diclorometano:metanol:acido acético = 120:10:1), para dar 6,88 g de Boc-Ser (CgH;;) (rendimiento, 36,2%) en forma
de un material oleoso amarillo palido. A este producto, Boc-Ser (CgH;,) (6,88 g, 21,7 mmol), se le afiadi6 dcido trifluo-
roacético (120 ml) con refrigeracion sobre hielo y se agité durante 0,5 horas a temperatura ambiente. Después de que se
evaporara el dcido trifluoroacético, los residuos resultantes se disolvieron en éter dietilico (120 ml), se afiadié HC1 4 N-
dioxano (22 ml) y la mezcla se agité durante 1 hora con refrigeracién en hielo. Los cristales precipitados se recupera-
ron por filtracién para dar 5,23 g de H-Ser (CsH,;)-HCI (rendimiento, 96,3%) en forma de cristales incoloros. Después
de que se afiadiera trietilamina (1,40 ml, 10 mmol) a una suspensién (50 ml) de este producto H-Ser (CgH,;)-HCI
(2,54 g, 10,0 mmol) en hidrogenocarbonato sédico al 10%, se afadi6 gota a gota una solucién de Fmoc-Osu (5,00 g,
14,8 mmol) en 1,2-dimetoxietano (20 ml) durante un periodo de 10 minutos y se agitd a temperatura ambiente durante
16 horas. Los materiales insolubles se retiraron por filtracién, después al filtrado se le afiadié diclorometano y la fase
orgdnica se separd y se lavd con una solucion al 13% de NaCl. La fase orgénica se secé sobre sulfato sédico anhidro
y el disolvente se evapord. Los residuos resultantes se purificaron aplicdndolos a cromatografia en columna en gel
de silice (gel; BW-30Q, Fuji Silicia Co., Ltd, eluyente: diclorometano:metanol = 93:7), para dar 2,75 g de Fmoc-Ser
(CsH,;) (rendimiento: 62,6%) en forma de cristales incoloros. Rf = 0,45 (CHCl;:MeOH = 9:1, Gel de Silice 60F,s,,
MERCK Co., Ltd). Fmoc-PSer (CgH,;) : Rf = 0,45 (CHCl;:MeOH = 9:1, Gel de Silice 60F,s,, MERCK Co., Ltd).

Se trat6 Fmoc-amida-resina (400 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minutos y se
someti6 repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido con HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con piperazina
secuencialmente para construir Fmoc-Ser(Bu')-Ser(CgH,;)-Phe-Leu-Ser(Bu')-Pro-resina. Después de que se introdu-
jera finalmente Boc-Gly por DCC/HOBt, una parte (250 mg) de la resina-péptido protegido resultante se traté con
TFA (10 ml) durante 30 minutos. La resina se retird por filtracion y el filtrado se concentré seguido de adicién de éter
a los residuos resultantes para dar aproximadamente 120 mg del péptido bruto en forma de precipitados. Este producto
se disolvié en AcOH al 5% (10 ml), se aplicé a YMC-Pack-ODS-A (5 um, 20 mm x 250 mm) y se eluy6 con un
gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 60% en 4cido trifluoroacético al 0,1%.
Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente 40 mg del producto deseado.

Compuesto 84. [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil) ]-Grelina (3-5)-bencil amida
H-Ape-Ser(CgH,;)-Phe-Leu-NH-CH,-Ph

Se puso resina de oxima (230 mg/0,25 mmol, Novabiochem Co., Ltd) en un recipiente de reaccioén equipado con
un filtro de vidrio y Boc-Leu-OH - H,0 (190 mg, 0,75 mmol) disuelto previamente en cloruro de metileno (DCM), se
sec6 sobre MgSQ,, se afiadieron DCC (160 mg, 0,75 mmol) y 5 ml de DCM y la mezcla se agité durante una noche.
El producto de reaccién se lavo varias veces con una cantidad adecuada de DCM, DCM/EtOH (1:1) y DCM en este
orden. Después de la introduccién de Leu, <1> se afiadieron 10 ml de TFA al 25%/DCM, la mezcla se agité durante
30 minutos y la resina se lavé varias veces con DCM, alcohol isopropilico (iPrOH), DCM y DMF en este orden, y
<2> una solucién preparada disolviendo 0,75 mmol (3 equivalentes) de Boc-aminoacido, 0,75 mmol (3 equivalentes)
de TBTU y 0,75 mmol (3 equivalentes) de HOBt y después afiadiendo 1,25 mmol (5 equivalentes) de DIPEA en 5 ml
de DMF en un matraz Erlenmeyer se introdujo en el recipiente de reaccion y la mezcla se agité durante 1 hora; esta
operacion se realizé repetidamente para condensar secuencialmente los aminodcidos. Finalmente, se obtuvo resina
Boc-NH-(CH,),-CO-Ser(CgH,;)-Phe-Leu-Oxima, 370 mg. La resina se suspendi6 en aproximadamente 5 ml de DMF,
se afadieron hidrocloruro de bencilamina (180 mg, 1,25 mmol), trietilamina (173 ul, 1,25 mmol) y 4cido acético (72
w1, 1,25 mmol) y la mezcla se agit6. Después de 24 horas, la resina se retir6 por filtracion, el filtrado se evapord, y el
péptido protegido con Boc resultante se precipité en 10 ml de HC1 1 N. Este producto se lavd con agua y se secd, se
afiadieron 5 ml de TFA y se hizo reaccionar durante 30 minutos eliminando de esta manera el Boc. El TFA se evapor6
y el producto se precipit6 con éter (Et,0), por lo que se obtuvo el producto deseado [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil)]-
Grelina (3-5)-bencilamida, 110 mg. Los compuestos 82, 83 y 85 se sintetizaron de la misma manera.

Los siguientes derivados peptidicos que tienen alquil serina, excepto los Compuestos 82 a 85, se produjeron de la
misma manera que en la produccién del Compuesto 50 descrito anteriormente.

Los resultados de la espectrometria de masas y el andlisis de composicién de aminoécidos de los derivados pepti-
dicos que tienen alquil serina se resumen a continuacion.
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Compuesto 17. [Ser’(Octil) ]-hGrelina

ESI-MS; 3357,0 (valor tedrico: 3356,9), composicién de aminodcidos Ser; 2,92 (3 + 1), Glx; 5,94 (6), Gly; 1,00
(1), Ala; 0,98 (1), Val; 0,99 (1), Leu; 2, Phe; 1,13 (1), Lys; 4,04 (4), His; 1,09 (1), Arg; 3,01 (3), Pro; 3,89 (4)

Compuesto 50. [Ser’(Octil) ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 805,5 (valor tedrico: 805,0), composicién de aminodcidos después de la hidrdlisis con dcido
propidnico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 0,86 (2 + 1), Gly; 1,01 (1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1),
Pro; 0,95 (1)

Compuesto 51. [Ser’(Octil), ®Phe* ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 805.4 (valor teérico: 805,0), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con dcido
propidnico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 0,97 (2 + 1), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,05 (1),
Pro; 1,16 (1)

Compuesto 52. [PSer’(Octil) ]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 805.4 (valor teérico: 805,0), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con acido
propidénico-dcido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 1,51 (2+1), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1),
Pro; 1,00 (1)

Compuesto 53. [PSer’(Octil), ® Phe* J-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 805,5 (valor tedrico: 805,0), composicién de aminodcidos después de la hidrdlisis con dcido
propioénico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 1,51 (2+1), Gly; 1,00 (1), Leu; 1, Phe; 1,00 (1),
Pro; 1,01 (1)

Compuesto 67. [Ser’(Bzl)]-hGrelina

ESI-MSM; 3335,0 (valor tedrico: 3334,8), composicion de aminodcidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,92
(6), Gly; 1,00 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2(2), Lys; 4,00 (4), Phe; 1,02 (1), Pro; 4,08 (4), Ser; 3,58 (4), Val; 0,98 (1)

Compuesto 76. [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil), Lys’ ] -Grelina (3-5)-amida

ESI-MS [M+H]; 591,5 (valor tedrico: 590,8), composicién de aminodcidos: Ser; 0,45 (1), Phe; 1, Lys; 1,00 (1)

Compuesto 77. [N-Aminopentanoil, ®Ser’(Octil), ®Phe*, Lys® J-Grelina (3-5)-amida

ESI-MS [M-+H]; 591,5 (valor teérico: 590,8), composicién de aminodcidos Ser; 0,45 (1), Phe; 1, Lys; 1,01 (1)

Compuesto 78. [Aib', His?, Ser’(Octil), Lys’ ]-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H]; 714,6 (valor teérico: 713,9), composicién de aminoéacidos: Ser; 0,45 (1), Phe; 1, His; 1,01 (1),
Lys; 1,00 (1)

Compuesto 79. [Aib', His?, PSer*(Octil), P Phe*, Lys’ |-Grelina (1-5)-amida

ESI-MS [M+H]; 714,5 (valor teérico: 713,9), composicién de aminodcidos: Ser; 0,44 (1), Phe; 1, His; 1,00 (1),
Lys; 1,01 (1)

Compuesto 81. [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil) J-Grelina (3-5)-amida

ESI-MS [M+H]; 576,5 (valor tedrico: 575,8), composicién de aminoécidos: Ser; 0,49 (1), Leu; 2, Phe; 0,99 (1)

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335235 T3

Compuesto 82. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil) J-Grelina (3-5)-metilamida
ESI-MS [M-+H]; 590,6 (valor teérico: 589,8), composicién de aminodcidos: Ser; 0,49 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

Compuesto 83. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil) ]-Grelina (3-5)-etilamida

ESI-MS [M+H]; 604,3 (valor teérico: 603,8), composicién de aminodacidos: Ser; 0,50 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

Compuesto 84, [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil) ]-Grelina (3-5)-bencilamida

ESI-MS [M+H]; 666,5 (valor tedrico: 665,9), composicién de aminoécidos: Ser; 0,46 (1), Leu; 1, Phe; 0,98 (1)

Compuesto 85, [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5)-aminoetilamida

ESI-MS [M-+H]; 619,6 (valor teérico: 618,9), composicién de aminodcidos: Ser; 0,47 (1), Leu; 1, Phe; 0,99 (1)

(7) Ejemplo de sintesis de un derivado que contiene cisteina que tiene una cadena lateral alquilo
Compuesto 48. [Cys*(Octil)]-Grelina (1-7)-NH,
GSC(CsH,7)FLSP-NH,

Se trat6 Fmoc-amida-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minutos y
se someti6 repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido con HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con pipe-
razina secuencialmente para construir Fmoc-Ser(Bu')-Cys(CsH;;)-Phe-Leu-Ser(Bu')-Pro-resina. Después de que se
introdujera finalmente Boc-Gly con DCC/HOBt, la resina-péptido protegido resultante (550 mg) se traté con TFA
(10 ml) durante 30 minutos. La resina se retir6 por filtracién y el filtrado se concentré seguido de adicién de éter a
los residuos resultantes para dar aproximadamente 120 mg del péptido bruto en forma de precipitados. Este producto
se disolvié en 10 ml de 4cido acético al 5%, se aplicé a YMC-Pack-ODS-A (5 ul, 20 mm x 250 mm) y se eluy6
con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 60% en 4cido trifluoroacéti-
co al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente 44 mg del producto
deseado.

Compuesto 68. [Cys*(Trt)]-hGrelina
GSC(C-Ph;)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Se traté6 Fmoc-Arg(Pmc)-resina (403 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minutos y
se someti6 repetidamente a introduccién de Fmac-aminoacido con HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con piperazi-
na secuencialmente para construir Fmoc-Ser(Bu')-Cys(Trt)-Phe-Leu-Ser(tBu)-Pro-Glu(OBu')-His(Boc)-Gln(Trt)-Arg
(Pmc)-Val-GIn(Trt)-GIn(Trt)- Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Glu(OBu')-Ser(Bu')-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Pro-Pro- Ala-Lys(Boc)-
Leu-GIn(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-HMP-resina. Después de que se introdujera finalmente Boc-Gly con DCC/HOBEL, se recu-
perd la resina-péptido protegido resultante (1,4 g). Se afiadié TFA (15 ml) a una parte (400 mg) de la resina resultante
y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La resina se retird por filtracion y el filtrado se concentré seguido de
la adicion de éter a los residuos resultantes para formar precipitados. Se disolvieron aproximadamente 90 mg de los
precipitados en 40 ml de agua, después la mezcla se aplic6 a YMC-PackPROTEIN-RP (C4, 20 mm x 250 mm) y se
eluy6 con un gradiente lineal (caudal; 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54% en 4cido trifluoroa-
cético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente 60 mg del producto
deseado.

Los siguientes derivados peptidicos que tienen alquil cisteina se produjeron de la misma manera que en la produc-
cion del Compuesto 48 6 68 descrita anteriormente.

Los resultados de la espectrometria de masas y el andlisis de composicién de aminoécidos de los derivados pepti-
dicos que tienen alquil cisteina se resumen a continuacion.
Compuesto 18. [Cys*(Octil)]-rGrelina

ESI-MS; 3317,0 (valor tedrico: 3316,9), composicién de aminodcidos: Ser; 2,69 (3), Glx; 5,90 (6), Gly; 1,00 (1),
Ala; 1,99 (2), Leu; 2, Phe; 1,02 (1), Lys; 4,97 (5), His; 0,99 (1), Arg; 1,98 (2), Pro; 3,87 (4)
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Compuesto 48. [Cys® (Octil)]-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 821,7 (valor teérico: 821,1), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con dcido
propidnico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas; Ser; 0,60 (2), Gly; 1,08 (1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1), Pro;
0,96 (1)

Compuesto 49. [Cys*(Octil), P Phe* |-Grelina (1-7)-amida

ESI-MS [M+H]; 821,6 (valor teérico: 821,1), composicién de aminodcidos después de la hidrélisis con acido
propidnico-acido clorhidrico (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser; 0,58 (2), Gly; 1,02 (1), Leu; 1, Phe; 1,06 (1), Pro;

Compuesto 68. [Cys*(Trt)]-hGrelina

ESI-MS 3503,0 (valor teérico: 3503,1), composicién de aminodcidos: Ser; 2,42 (3), Glx; 5,77 (6), Gly; 1,00 (1),
Ala; 1,01 (1), Val; 0,94 (1), Leu; 2, Phe; 0,99 (1), Lys; 3,94 (4), His; 0,99 (1), Arg; 2,92 (3), Pro; 3,81 (4)

(8) Ejemplo de sintesis de un derivado peptidico que contiene N-metilaminodcidos
Compuesto 86. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil), MePhe*, MeLeu® |-Grelina (3-5)-amida
NH,-(CH,),-CO-Ser(CgH,,)-MePhe-MeLeu-NH,

Se puso Fmoc-amida-resina (0,40 g, 0,25 mmol) en un recipiente de reaccién equipado con un filtro de vidrio,
se afiadieron 15 ml de piperidina al 20% en NMP y la mezcla se agité durante 20 minutos, retirando de esta manera
el grupo Fmoc. Después, se afiadieron 15 ml de NMP, 1,0 mmol (4 equivalentes) de Fmoc-MeLeu-OH, 1,0 mmol
(4 equivalentes) de TBTU, 1,0 mmol (4 equivalentes) de HOBt y 1,0 mmol (4 equivalentes) de DIPEA y la mezcla
se agité durante 1 hora para condensar el Fmoc-MeLeu. Después, la cadena peptidica se prolongé realizando repe-
tidamente la retirada del grupo Fmoc con piperidina al 20% y condensacién de Fmoc-aminodcido (3 equivalentes)
por hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidino-fosfonio (3 equivalentes) en presencia de 2,25 mmol (9 equivalentes)
de DIPEA. La conclusién de la reaccion de condensacion se confirmé por desproteccion de una pequeia cantidad
de la resina con TFA y examinandola por HPLC y espectrometria de masas (MS). Después de que se obtuviera
Boc-NH-(CH,),-CO-Ser(O-CgH,;)-MePhe-MeLeu-resina, esta resina se traté con TFA durante 30 minutos, por lo
que la resina se escindié para desproteger el péptido. Después de que se evaporara el TFA, el péptido se lavé con
éter (Et,0) para dar 120 mg de NH,-(CH,),-CO-Ser(CsH,;)-MePhe-MeLeu-NH,. Este producto se aplicé a YMC-
Pack ODS-A (C18, 20 mm x 250 mm) y se eluy6é con un gradiente lineal (caudal; 10 ml/min) durante 60 minutos
de acetonitrilo de 0 a 54% en 4acido trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofiliza-
ron para dar 70 mg del producto deseado. Después de que se hidrolizara este derivado con 4cido propidénico-HCl
(50/50) a 150°C durante 2 horas, la cantidad del péptido se cuantificé usando la proporcién de area de los picos de
dcido aminopentanoico detectada en el analizador de aminodcidos con la de 10 nmol de dcido aminopentanoico como
patron.

ESI-MS [M-+H]; 604,5 (valor teérico: 603,8), aminoécidos detectados después de la hidrélisis con dcido propiéni-
co-HCl (50/50) a 150°C durante 2 horas: Ser, Ape.

(9) Sintesis de un derivado de disulfuro mixto
Compuesto 57. [Cys*(S-Heptil) ]-hGrelina
GSC(S-C,H,5)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Un reactivo de desproteccion (15 ml) que consiste en TFA al 88%-fenol al 5%-TIPS al 2%-H,0 al 5% se afiadi6 a
una resina HMP-péptido protegido (1 g) obtenida por sintesis de la misma manera que en la produccién del Compuesto
68, y después se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se retiré por filtracién y el filtrado se concentrd
seguido de adicién de éter a los residuos resultantes, por lo que se obtuvieron aproximadamente 550 mg de polvo de
[Cys*]-hGrelina en bruto. Este producto se aplicé a YMC-PackODS-A (C18, 20 mm x 250 mm) y se eluy6 con un
gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54% en 4cido trifluoroacético al 0,1%.
Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar 300 mg de [Cys?*]-hGrelina (1-28). 40 mg (11,4 umol)
de este producto se disolvieron en agua (20 ml), se afiadié una solucién de 1 ml de 4,4’-ditiodipiridina (7,5 mg, 34,2
pmol) en acetonitrilo y la mezcla se dejé durante 1 hora. Después de que se confirmara la finalizacién de la reaccion,
la solucién de reaccién se lavd varias veces con cloroformo para retirar el exceso del derivado de 4,4’-ditiodipiridina
y piridona. La capa acuosa (10 ml) que contenia [tiopiridil Cys®]-hGrelina (1-28) se ajusté a un valor de pH de 7,4
con NH; ac. al 5% y se afiadié una solucién de 1-heptano [sic.] tiol (4,5 mg, 34,2 umol) en 2 ml de acetonitrilo.
Después de 1 hora, la solucién de reaccién se aplicé a YMC-Pack ODS-A (C18, 20 mm x 250 mm) y se eluyé con un
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gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54% en 4cido trifluoroacético al 0,1%.
Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar 15 mg del producto deseado.

Compuesto 57. [Cys*(S-Heptil)]-hGrelina

ESI-MS 3391,0 (valor teérico: 3391,0), composicién de aminodcidos: Ser; 2,76 (3), Glx; 5,81 (6), Gly; 0,99 (1),
Ala; 1,01 (1), Val; 0,95 (1), Leu; 2, Phe; 0,99 (1), Lys; 3,95 (4), His; 0,99 (1), Arg; 2,93 (3), Pro; 3,84 (4)

(10) Ejemplos de sintesis de un derivado que tiene una amida en una cadena lateral en la posicion 3 y un éster en la
direccion inversa

Compuesto 55. [Asp*(NH-Heptil)]-hGrelina
GSD(NH-C;H,;5)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Se traté resina Fmoc-Arg(Pmc)-HMP (403 mg, 0,25 mmol, ABI Co., Ltd) con piperazina al 20% durante 20 minu-
tos y se someti6 repetidamente a la introduccién de Fmoc-aminodcido con HBTU/HOBt y eliminacién de Fmoc con pi-
perazina secuencialmente para construir Fmoc-Ser(Bu')-Asp(OPis)-Phe-Leu-Ser(tBu)-Pro-Glu(OBu')-His(Boc)-Gln
(Trt)-Arg(Pmc)-Val-GIn(Trt)-Gln(Trt)- Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Glu(OBu')-Ser(Bu')-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Pro-Pro-Ala-Lys
(Boc)-Leu-GlIn(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-resina HMP. Después de que se introdujera finalmente Boc-Gly con DCC/HOB},
la resina-péptido protegido resultante (1,3 g) se traté con una solucién (15 ml) de TFA al 4%-cloruro de metileno
durante 15 minutos. El péptido-resina se recupero por filtracion, se lavé varias veces con cloruro de metileno (30 ml),
y se lavo con DIEA al 4% (10 ml) y después con cloruro de metileno (30 ml).

La resina-péptido des-Pis resultante (aproximadamente 1,3 g) se hinché con NMP (10 ml), se afiadieron hidroclo-
ruro de carbodiimida soluble en agua (191,7 mg, 1,0 mmol), HOBt (135,2 mg, 1,0 mmol) y n-heptilamina (115,2 mg,
1,0 mmol) y la mezcla se dejo reaccionar durante 8§ horas.

La resina se recuperd por filtracién, se lavé con NMP y cloruro de metileno y se secé al vacio para dar aproxi-
madamente 1,2 g de resina-péptido protegido donde el resto Asp 3 estaba heptilamidado. Se afiadi6 un reactivo de
desproteccién (10 ml) que consistia en TFA al 88%-fenol al 5%-TIPS al 2%-H,0 al 5% y la mezcla se agit6 a tempe-
ratura ambiente durante 2 horas. La resina se retir6 por filtracion y el filtrado se concentré seguido de adicién de éter a
los residuos resultantes para formar precipitados. Los precipitados se recuperaron por filtracion y se secaron para dar
aproximadamente 550 mg de péptido bruto.

Se disolvieron 200 mg de este producto en 10 ml de agua y la mezcla se aplic6 a YMC-Pack PROTEIN-RP (C4, 20
mm x 250 mm) y se eluy6 con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 54%
en 4cido trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente
120 mg del producto deseado.

Compuesto 61. [Lys*(Octanoil) ]-hGrelina
GSK(CO-C;H,5)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Se traté Fmoc-Arg(Pmc)-resina HMP (403 mg, 0,25 mmol, un producto de ABI Co., Ltd) con piperazina al 20%
durante 20 minutos y se sometié repetidamente a introduccién de Fmoc-aminodcido con HBTU/HOBt y elimina-
ciéon de Fmoc con piperazina secuencialmente para construir Boc-Gly-Ser(tBu)-Lys(Mtt)-Phe-Leu-Ser(tBu)-Pro-Glu
(OBu")-His(Boc)-Gln(Trt)-Arg(Pmc)-Val-Gln(Trt)-Gln(Trt)- Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Glu(OBu')-Ser(Bu')-Lys(Boc)-Lys
(Boc)-Pro-Pro-Ala-Lys(Boc)-Leu-GlIn(Trt)-Pro-Arg(Pmc)-resina HMP. Se trataron aproximadamente 300 mg de la
resina-péptido protegido resultante con una solucién (15 ml) de TFA al 1%-TIPS al 5%-cloruro de metileno durante
60 minutos.

La resina-péptido se recuperd por filtracién y se lavé varias veces con cloruro de metileno (30 ml), se lavé con
DIEA al 10% (10 ml) y después con cloruro de metileno (30 ml). La resina-péptido des-Mtt resultante (aproximada-
mente 300 mg) se hinché con NMP (2 ml), se afadieron dcido octanoico (40 ul, 0,25 mmol) y DCC (52 mg, 0,25
mmol) en presencia de HOBt (34 mg, 0,25 mmol) y se dejé reaccionar durante una noche.

La resina se recuperd por filtracidn, se lavé con NMP y después con cloruro de metileno y se secé al vacio para
dar aproximadamente 300 mg de resina-péptido protegido donde el 3 resto de lisina estaba octanoilado. Se afadi6 un
reactivo de desproteccion (5 ml) que consistia en TFA al 88%-fenol al 5%-TIPS al 2%-H,O al 5% y la mezcla se agit6
a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se retiré por filtracion y el filtrado se concentré seguido de adicion
de éter a los residuos resultantes para formar precipitados. Los precipitados se separaron por filtracién y se secaron
para dar aproximadamente 234 mg de péptido bruto.
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Este producto se disolvié en 6 ml de 4acido acético, se aplic6 a YMC-Pack ODS-A (5 ym, 20 mm x 250 mm)
y se eluy6 con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 60% en &cido
trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente 100 mg
de polvo. Este producto se disolvié en 2 ml de 4cido acético al 50%, se aplicé a YMC-Pack PROTEIN-RP (5 ym, C4,
20 mm x 250 mm) y se eluy6 con un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) durante 60 minutos de acetonitrilo de 0 a 60%
en dcido trifluoroacético al 0,1%. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar aproximadamente
52 mg de polvo.

Los siguientes compuestos se produjeron de la misma manera que en la preparacién del Compuesto 55 6 61 descrita
anteriormente.

Los resultados de la espectrometria de masas y el andlisis de la composicién de aminoéacidos de los derivados
peptidicos sintetizados por el método convencional Fmoc se resumen a continuacion.
Compuesto 54. [Asp*(O-Heptil) ]-hGrelina (1-28)

ESI-MS 3371,0 (valor teérico: 3370,9), composiciéon de aminoacidos: Asx; 0,99 (1), Ser; 2,70 (3), GIx; 5,87 (6),
Gly; 1,01 (1), Ala; 1,01 (1), Val; 0,94 (1), Leu; 2, Phe; 1,00 (1), Lys; 4,02 (4), His; 1,00 (1), Arg; 2,98 (3), Pro; 3,84
)

Compuesto 55. [Asp*(NH-Heptil) ]-hGrelina (1-28)

ESI-MS 3370,0 (valor teérico: 3369,9), composicién de aminodcidos: Asx; 0,88 (1), Ser; 2,95 (3), GIx; 5,97 (6),
Gly; 1,21 (1), Ala; 1,03 (1), Val; 0,98 (1), Leu; 2, Phe; 1,00 (1), Lys; 3,94 (4), His; 0,92 (1), Arg; 2,91 (3), Pro; 3,99
€]

Compuesto 56. [Dap®(Octanoil) ]-hGrelina

ESI-MS M; 3370,0 (valor tedrico: 3369,9), composicién de aminodcidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,94 (3), Glx; 5,94
(6), Gly; 1,00 (1), His; 0,91 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,93 (4), Phe; 0,99 (1), Pro; 4,01 (4), Ser; 2,88 (3), Val; 0,98 (1), Dap;
N.D.

Compuesto 58. [Adod® ]-hGrelina (1-28)

ESI-MS M; 3355,0 (valor tedrico: 3355,0), composiciéon de aminodcidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,91 (3), Glx; 5,95
(6), Gly; 1,01 (1), His; 0,91 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,94 (4), Phe; 0,99 (1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,88 (3), Val; 0,96 (1)

Compuesto 61. [ Lys® (Octanoil)]-hGrelina

ESI-MS M; 3412,0 (valor tedrico: 3412,0), composicién de aminodcidos; Ala; 1,05 (1), Arg; 3,05 (3), Glx; 6,02
(6), Gly; 1,00 (1), His; 1,00 (1). Leu; 2 (2), Lys; 5,11 (5), Phe; 0,97 (1), Pro; 4,20 (4), Ser; 2,68 (3), Val; 1,00 (1)

Compuesto 62. [Trp®]-hGrelina

ESI-MS M; 3343,0 (valor tedrico: 3343,9), composicién de aminodacidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 3,03 (3), Glx; 5,94
(6), Gly; 1,01 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,00 (4), Phe; 0,99 (1), Pro; 3,96 (4), Ser; 2,60 (3), Trp; N.D., Val;
0,98 (1)

Compuesto 63. [Phé® |-hGrelina

ESI-MS M; 3305,0 (valor tedrico: 3304,8), composicidon de aminodcidos: Ala; 0,99 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,86
(6), Gly; 1,00 (1), His; 1,00 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,98 (4), Phe; 2,01 (2), Pro; 3,99 (4), Ser; 2,67 (3), Val; 0,98 (1)

Compuesto 64. [Cha® J-hGrelina

ESI-MS M; 3411,0 (valor tedrico: 3410,9), composicién de aminodcidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 3,01 (3), Glx; 5,92

(6), Gly; 1,01 (1), His+Cha; 2,01 (1+1), Leu; 2 (2), Lys; 4,02 (4), Phe; 1,01 (1), Pro; 4,03 (4), Ser; 2,72 (3), Val; 0,97
(0
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Compuesto 65. [2-"NaP ]-hGrelina

ESI-MS M; 3354,0 (valor tedrico: 3354,9), composicién de aminodcidos: Ala; 1,00 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,87
(6), Gly; 1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,98 (4), Phe; 1,01 (1), Pro; 3,94 (4), Ser; 2,73 (3), Val; 0,97 (1), Nal;
N.D. (1)

Compuesto 66, [2-°NaP ]-hGrelina

ESI-MS M; 3355,0 (valor tedrico: 3354,9), composicién de aminodcidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,96
(6), Gly; 1,00 (1), His; 0,92 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,94 (4), Phe; 0,99 (1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,91 (3), Val; 0,98 (1), Nal;
N.D. (2)

Compuesto 70. [Leu® ]-hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (valor tedrico: 3270,8), composicién de aminodcidos: Ala; 0,99 (1), Arg; 2,95 (3), Glx; 5,88
(6), Gly; 1,01 (1), His; 1,00 (1), Leu; 3 (3), Lys; 3,96 (4), Phe; 1,00 (1), Pro; 3,89 (4), Ser; 2,65 (3), Val; 0,97 (1)

Compuesto 71. [1le* ]-hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (valor tedrico: 3270,8), composicién de aminodcidos: Ala; 0,98 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,87
(6), Gly; 0,99 (1), His; 1,01 (1), Ile; 0,98 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,97 (4), Phe; 1,00 (1), Pro; 3,97 (4), Ser; 2,65 (3), Val;

Compuesto 72. [Lys*(Octanoil) ]-hGrelina

ESI-MS M; 3286,0 (valor tedrico: 3285,8), composicién de aminodcidos: Ala; 1,02 (1), Arg; 2,94 (3), Glx; 5,95
(6), Gly; 0,99 (1), His; 0,92 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,92 (5), Phe; 0,99 (1), Pro; 4,02 (4), Ser; 2,91 (4), Val; 0,99 (1)

Compuesto 73. [Nle® ]-hGrelina

ESI-MS M; 3270,0 (valor tedrico: 3270,8), composicién de aminodcidos: Ala; 1,01 (1), Arg; 2,98 (3), Glx; 5,92
(6), Gly; 1,02 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 4,01 (4), Phe; 1,01 (1), Pro; 4,01 (4), Ser; 2,71 (3), Val; 0,98 (1), Nle;
N.D. (1)

Compuesto 74. [Val® ]-hGrelina

ESI-MS M; 3256,0 (valor tedrico: 3256,8), composicidon de aminodcidos: Ala; 0,98 (1), Arg; 2,96 (3), Glx; 5,84
(6), Gly; 1,00 (1), His; 1,01 (1), Leu; 2 (2), Lys; 3,97 (4), Phe; 0,99 (1), Pro; 3,94 (4), Ser; 2,64 (3), Val; 1,97 (2)

Compuesto 80. [Aib', His*, °Nal®, P Phe*, Lys® |-Grelina (1-5)-amida; Ipamorelina

ESI-MS [M+H]; 712,5 (valor teérico: 711,9), composicidn de aminodcidos: Phe; 1, His; 1,00 (1), Lys; 1,00 (1)

Ejemplo 11
Comparacion de actividad entre compuestos de tipo péptido derivados de grelina

Las actividades de liberacion de Ca de los compuestos de tipo péptido derivados de grelina sintetizados en el
Ejemplo 10 y el péptido de grelina natural se midieron de la misma manera que en el Ejemplo 1.
(1) Modificacion de una cadena lateral de la 3 serina

A. Posicion del grupo octanoilo

La caracteristica estructural significativa de la grelina recae en el grupo octanoilo del grupo hidroxilo de la 3*
serina. En primer lugar, se examiné si era o no ventajoso para presentar la actividad que la posicion de la serina a

octanoilar fuera la 3% posicién. En este examen, se us6 como indicador la actividad de liberacién de Ca intracelular en
células CHO que expresan el receptor de GSH de rata.
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Basandose en la grelina (1-9) amida (un derivado de grelina de cadena corta) cuyo valor de CEs, se mantenia a
5,4 nM, se sintetizaron [serina? (octanoil), serina®]-grelina (1-9) amida, [serina® (octanoil)]-grelina (1-9) amida y [N¢-
octanoil, serina®]-grelina (1-9) amida, y se examind su actividad de liberacién de Ca intracelular.

Los resultados se resumen en la Tabla 4

Actividad del derivado de grelina 1

Compuesto Actividad de
Estructura liberacion de
Ca
CEso (nM)
1. Grelina humana 1,3
GSS(CO-C7H45)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR
2. Grelina de rata 1.5
GSS(CO-C;H5)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
3. Grelina (1-9)-amida 54
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H4s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-NH,
4. [Ser’(Octanoil), Ser’]-Grelina (1-9)-amida 1,100
H-Gly-Ser(CO-C;H;s)-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-NH,
5. [Ser’{(Octanoil)]-Grelina (1-9)-amida 1,400
H-Gly-Ser(CO-C;Hs5)-Ser(CO-C;H,s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-NH,
6. [N-Octanoil, Ser’]-Grelina (1-9)-amida >10.000
C;HsCO-Gly-Leu-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-NH,

La actividad se redujo a aproximadamente 1/200 por transferencia de un grupo octanoilo desde la 3 serina a la 2*
serina en grelina humana (CEsy = 1.100 nM).

El derivado que tiene grupos octanoilo tanto en la 2* como en la 3* posicién también mostré una actividad reducida
(CEsp = 1.400 nM).

Ademds, la actividad se habia debilitado relativamente por N-octanoilacién sélo en el grupo amino del extremo
amino (CEs, >10.000 nM).

A partir de estos resultados, se reveld que la posicién del aminodcido modificado con un grupo octanoilo es parti-
cular y preferiblemente la 3% posicién en la molécula de grelina.

B. Longitud de cadena de un dcido graso

La actividad de liberacién de Ca intracelular del derivado des-octanoilo obtenido a partir de grelina de rata por
eliminacion del grupo octanoilo de la cadena lateral de la 3* serina fue de 3.500 nM en comparacién con la actividad
(2,6 nM) de la grelina octanoilada, y por lo tanto es evidente que el grupo octanoilo de la cadena lateral de la 37 serina
juega un papel muy importante en la expresion de la actividad.

Por consiguiente, se examind la relacion entre la actividad y el nimero de 4tomos de carbono en el grupo acilo
de la cadena lateral de serina en la grelina de rata usando diversos dcidos grasos saturados. Es decir, se determinaron
las actividades de liberacién de Ca intracelular de los derivados de grelina donde el grupo hidroxilo de la 3? serina se
habia acilado con un grupo acetilo (CH;CO-), un grupo propionilo (CH;CH,CO-), un grupo butirilo (CH;(CH,),CO-),
un grupo hexanoilo (CH;(CH,),CO-), un grupo decanoilo (CH;(CH,)sCO-), un grupo lauroilo (CH;(CH,),,CO-) y un
grupo palmitoilo (CH;(CH,),,CO-).
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Actividad del derivado de grelina 2

Compuesto Actividad de
Estructura liberaciéon de

Ca

CEso (nM)
7. [Ser’]-Grelina de rata 3.500
GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
8. [Ser’(Acetil)]-rGrelina 780
GSS(CO-CH3)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
9. [Ser’(Propionil)]-rGrelina n.e.
GSS(CO-C;H5)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
10. [Ser’(Butiril)]-rGrelina 280
GSS(CO-C;3H;)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
11. [Ser’(Hexanoil)]-rGrelina 16
GSS(CO-CsH44)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
12. [Ser’(Decanoil)]-rGrelina 1,7
GSS(CO-CgH19)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
13. [Ser’(Lauroil)]-rGrelina 2,4
GSS(CO-C11H3)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
14. [Ser’(Palmitoil)]-rGrelina 6,5
GSS(CO-CysH31)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

En la tabla, “n.e.” indica que la muestra no se ensayo.

La influencia de la longitud de la cadena del acido graso sobre la actividad se ha hecho cada vez mads significativa
con un valor de CEs, de 780 nM para los derivados de grelina que tienen un grupo acetilo (C2) y un valor de CEs,
de 280 nM para los derivados de grelina que tienen un grupo butanoilo (C4), y los derivados de grelina que tenian el
grupo hexanoilo (C7) provocaron un aumento adicional en la actividad de liberacién de Ca (valor de CE5,, 16 nM),
y el grupo octanoilo de la grelina permitié que la actividad de liberacién de Ca alcanzara un pico (valor de CEs, 1,5
nM). Incluso los derivados de grelina que tenfan el grupo decanoilo (C10) mantenian una actividad de liberacion de
Ca similar (valor de CEs, 1,7 nM) a la de la grelina, y ademds el valor de CEs, era de 2,4 nM para los derivados de
grelina que tenfan un grupo lauroilo (C12) y de 6,5 nM para los derivados de grelina que tenian un grupo palmitoilo
(C16), indicando de este modo que la actividad de liberaciéon de Ca se mantenia incluso si se aumentaba la longitud
de la cadena de 4cido graso.

C. Sustitucion de diversos grupos acilo
Se prepararon derivados de grelina humana uniendo dcido 3-fenilpropiénico (HO-CO-CH,CH,Ph) como ejemplo
tipico de 4cido graso aromético, dcido 3-octenoico (CH;(CH,);CH=CH-CH,COH) como ejemplo tipico de dcido graso

insaturado o 4cido 4-metilpentanoico ((CH;),CH-CH,CH,CO,H) como ejemplo tipico de 4dcido graso ramificado, en
lugar de 4acido graso saturado, a través de un enlace éster al grupo hidroxilo de la 3* serina, y se examind su actividad.
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D. Conversion en grupos alquilo

Convirtiendo el enlace éster quimicamente inestable en un enlace éter o tioéter quimicamente estable o similar,
pueden formarse derivados de grelina quimicamente estables. Sin embargo, sobra decir que el propdsito para esta
conversion es el mantenimiento de la actividad.

Por lo tanto, se examinaron un derivado éter de grelina humana donde la 3* serina estaba octanoilada (CsH,;) y
un derivado tioéter de grelina de rata donde la 3* serina se habia reemplazado por cisteina y estaba octilada, para
determinar su actividad.

Ademds, se prepararon un derivado de grelina humana en el que la 3% serina estaba bencilada (-CH,Ph) y un
derivado de grelina humana en el que la 3% serina se habia reemplazado por cisteina y estaba tritiada (-C(Ph);).

Los resultados se resumen en la Tabla 6. Las actividades de liberacién de Ca del derivado de grelina humana
en el que la 3* serina estaba bencilada (-CH,Ph) y el derivado de grelina humana en el que la 3* serina se habia
reemplazado por cisteina y estaba tritiada (-C(Ph);) se muestran como los Compuestos 67 y 68, respectivamente, en la
Tabla 13. La actividad de liberacién de Ca del derivado de grelina humana en el que se unié dcido 4-metil pentanoico
((CH;),CH-CH,CH,CO,H) a través de un enlace éster al grupo hidroxilo de la 3* serina también se muestra como la
del Compuesto 69 en la Tabla 13.

TABLA 6
Actividad del derivado de grelina 3

Compuesto Actividad

Estructura de
liberacion
de Ca
CEso (nM)

15. [Ser’(3-Fenilpropionil)]-hGrelina 1.4

GSS(CO-CH,CH,Ph)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

16. [Ser’(3 -Ootenoil)]-hGrelina 17

GSS(CO-CH,CH=CH(CH,);CH3)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

17. [Ser’(Octil)]-hGrelina 1,2

GSS(CsH47)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

18. [Cys’(Octil)]-rGrelina 5,4

GSC(CgH17)FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

La introduccién del grupo 3-octenoilo como un ejemplo de dcido graso insaturado en la cadena lateral de la 3?
serina produjo una actividad de liberacion de Ca similar (CEs, = 1,7 nM) a la actividad de los derivados de grelina que
tienen un grupo octanoilo.

De manera interesante, incluso cuando se introdujo un grupo fenil propionilo, la actividad de liberacién de Ca se
mantuvo elevada (CEs, = 1,4 nM), e incluso cuando se introdujo un grupo 4-metilpentanoilo (C6) como un ejemplo
de 4cido graso ramificado, el valor de CEs, fue de 4,4 nM, indicando que la actividad de liberacién de Ca se mantenia
(Compuesto 69 de la Tabla 13), y revelando de esta manera que no siempre es necesario que el grupo acilo de la cadena
lateral de la 3 serina sea un grupo alcanoilo de cadena lineal.

Ademds, los valores de CEs, de los derivados de éter y tioéter que se espera que sean quimicamente estables, donde
la 3% serina o la 3* cisteina estaban octanoiladas, se mantuvieron a 1,2 nM y 5,4 nM, respectivamente, revelando de
esta manera que no siempre es necesario que la cadena lateral del resto aminoacidico de la 3* posicién sea un grupo
acilo.

Ademads, los valores de CEs, de las grelinas en las que el resto aminoacidico de la 3% posicién se reemplazé por
Ser(Bzl) [es decir, el derivado de grelina humana en el que la 3* serina estaba bencilada (-CH,Ph)] o con Cys(Trt)
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[es decir, el derivado de grelina humana en el que la 3* serina estaba reemplazada por cisteina y tritilada (-C(Ph);)]
eran de 7,6 nM y 20 nM, respectivamente, indicado de esta manera que la actividad de liberacién de Ca se mantenia
(Compuestos 67 y 68 de la Tabla 13).

(2) Determinacion de la region activa

La actividad de liberacién de Ca intracelular de grelina (16-28) que contenia la regién carboxilo-terminal original
era relativamente baja (CE5, >10.000 nM), mientras que los valores de CEs, de la grelina humana (1-15) y de la grelina
de rata (1-15) que contenian la regién amino-terminal original eran de 7,0 nM y 8,6 nM, respectivamente, indicando
de esta manera que la actividad de liberacion de Ca intracelular se mantenia, y por lo tanto revelando que el sitio activo
de la grelina estd presente en la regién amino-terminal (Tabla 7).

TABLA 7
Actividad del derivado de grelina 4

Compuesto Actividad de
Estructura liberacion de
Ca
CEso (nM)
19. Grelina (16-28) >10.000
H-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-pro-Ala-Lys-Leu-GIn-Pro-Arg-OH
20. hGrelina (1-15) 7,0
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-
GIn-GIn-Arg-OH
21. rGrelina (1-15) 8,6
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H,5)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-Lys-Ala-
GIn-GIn-Arg-OH
22. [des GIn'*]-rGrelina 1,5
GSS(CO-C;H45)FLSPEHQKAQ_RKESKKPPAKLQPR

Ademads, debido a que las actividades de las grelinas humana y de rata (1-15) eran practicamente iguales, los restos
aminoacidicos de las posiciones 11 y 12 (arginil-valil- en la humana y -lisil-aranil- en la de rata) no se limitan a estos
aminodcidos.

Los resultados de la correlacion entre la estructura y la actividad, obtenidos usando grelina humana o de rata,
pueden aplicarse a las grelinas de rata y humana, respectivamente.

Ademds, la [des-glutamina'*]-grelina de rata preparada retirando la 14* glutamina de la grelina mostraba una
actividad de liberacién de Ca (CEsy, > 1,5 nM) similar a la de la grelina de rata, indicando que el amino4cido situado
en el medio de la molécula de grelina puede delecionarse.

(3) Longitud de la cadena peptidica e introduccion de un grupo bdsico en el extremo carboxilo

Basandose en la grelina (1-15) que se descubri6 que tenia una actividad relativamente fuerte, se prepar6 un derivado

delecionando de manera adecuada restos aminoacidicos del extremo carboxilo de la grelina (1-15), y se evalud su

actividad.

En la Tabla 8 se presentan las actividades de los derivados de cadena corta que tienen un acido carboxilico en el
extremo carboxilo y los derivados de cadena corta amidados en el extremo carboxilo.
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TABLA 8
Actividad del derivado de grelina 5

> Compuesto Actividad de
Estructura liberacién de
Ca

° CEso (nM)
23. hGrelina (1-11) 15

15 H-Gly-Ser-Ser(CO-C;Hs)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn -Arg-OH
24, rGrelina (1-11) 15
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gin -Lys-OH

20 25. Grelina (1-10) 19
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H4s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gin-OH
26. Grelina (1-9) 38

» H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-OH
27. Grelina (1-8) 100

10 H-Gly-Ser-Ser(CO-C7Hs)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-OH
28. Grelina (1-8)-amida 13
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H,5)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-NH,

3 29. Grelina (1-7)-amida 2,6
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H,5)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,
30. Grelina (1-6)-amida 48

* H-Gly-Ser-Ser(CO-C;Hss)-Phe-Leu-Ser-NH,
31. Grelina (1-5) 68

45 H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;5)-Phe-Leu-OH
32. Grelina {1-5)-amida 6,2
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-NH; »

50 33-1. Grelina (1-4) 480
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;5)-Phe-OH
33-2. Grelina (1-4)-amida 160

» H-Gly-Ser-Ser(CO-C;His)-Phe-NH,
34. Grelina (1-3)-amida >10.000

6 H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H5)-NH,

La actividad de liberacién de Ca de la grelina (1-3) amida era relativamente baja (CE5, >10.000 nM). El valor de
65 CEs, de grelina (1-4) que era grelina (1-3) a la que se habia afiadido fenilalanina era de 480 nM y el valor de CEs, del

derivado amida carboxilo-terminal de la misma era de 160 nM, revelando de esta manera que tenia una actividad de
liberacion de Ca significativa.
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Ademds, la actividad de grelina (1-5) amida, que era grelina (1-4) a la que se le habia afiadido leucina amida era
aproximadamente 26 veces (CEsy, = 6,2 nM) mads alta que la de la grelina (1-4) amida, mostrando de esta manera una
actividad de liberacién de Ca al mismo nivel que la de la grelina natural.

La mayor actividad de liberacion de Ca se encontr6 en la grelina (1-7) amida, y su valor de CEs, era casi equivalente
al de la grelina natural.

Segtn el resultado anterior, el factor estructural esencial para expresar la actividad de la grelina podria atribuirse a la
secuencia de los 4 restos amino-terminales, pero debido a su afinidad por el receptor de grelina o a que la transduccién
de sefiales se mejora espectacularmente por la adicién de un resto tal como leucina en la 5% posicién, preferiblemente
se aflade un resto tal como leucina en la 5% posicion.

Como es evidente por el resultado anterior, la actividad de liberacién de Ca tendia a aumentar por amidacién del
acido carboxilico carboxilo-terminal.

Por ejemplo, la actividad de liberacién de Ca (CEsy = 5,4 nM) de la grelina (1 - 9) después de la amidacién era
aproximadamente 7 veces mayor que la actividad (CEs, = 38 nM) antes de la amidacidn, y la actividad de liberacién de
Ca (CEsy = 160 nM) de la grelina (1-4) después de la amidacién era aproximadamente 3 veces mayor que la actividad
(CEsp = 480 nM) antes de la amidacién. Ademads, la actividad de liberacién de Ca (CE5, = 13 nM) de la grelina (1-8)
amida producida a partir de la grelina (1-9) amida retirando el resto 9 de histidina bdsico era menor que la actividad
(CEsp = 5,4) de la grelina (1-9) amida, mientras que la actividad de liberacion de Ca (CEs, = 2,6 nM) de la grelina (1-
7) amida producida retirando el dcido glutdmico 8 como aminoécido dcido era mayor que la actividad (CEsy, = 13 nM)
antes de la eliminacién.

Un efecto de la amidacidn es neutralizar la carga negativa del acido carboxilico, y el resultado anterior indica que la
basicidad del aminodcido carboxilo-terminal en el derivado de cadena corta contribuye significativamente al aumento
de actividad.

Basandose en este resultado, se prepararon derivados dotados de basicidad en el extremo carboxilo, que son simi-
lares a la grelina (1-7) amida que muestra alta actividad, y se examino su actividad.

Los resultados se muestran en la Tabla 9.

TABLA 9
Actividad de derivado de grelina 6

Compuesto Actividad de

Estructura liberaciéon de Ca
CEso (nM)

35. [Lys®]-Grelina (1-8)-amida 1,1

H-Gly-Ser-Ser(CO-C;Hs )-Phe-Leu-Ser-Pro-Lys-

NH,

36. [Arg®]-Grelina (1-8)-amida 1,1

H-Gly-Ser-Ser(CO-C;Hs5s )-Phe-Leu-Ser-Pro-Arg-

NH,

37. [Lys"]-Grelina (1-6)-amida 12

H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;5 )-Phe-Leu-Lys-NH,

38. [Lys’]-Grelina (1-5)-amida 10

H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;5 )-Phe-Lys-NH,

39. [’Phe?, Lys®]-Grelina (1-5)-amida 1.700

H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H,s )-"Phe-Lys-NH,
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La actividad de liberacion de Ca (CEs, = 12 nM) de la [lisina® ]-grelina (1-6) amida que tenia lisina afiadida en el
extremo carboxilo de grelina (1-5) era ligeramente menor que la actividad (CE5, = 4,8 nM) de la grelina (1-5), mientras
que la actividad de liberacién de Ca (CEs, = 10 nM) de la grelina (1-4) que tenia lisina afiadida en el extremo carboxilo
era aproximadamente 50 veces mayor que la actividad (CEs, = 480 nM) antes de la adicién. Ademds, la actividad de
liberacion de Ca (CEs, = 1,1 nM), respectivamente, del derivado de amida que tenia arginina o lisina afiadida en el
extremo carboxilo de la grelina (1-7) era mucho mas fuerte que la actividad (CE5, = 2,6 nM) de la grelina (1-7) amida.

Se revel6 que en casi todos los casos, la actividad aumenta enmascarando la acidez en el extremo carboxilo y por
la introduccién de un grupo basico.
(4) Glicina amino-terminal y 2° resto de serina

Basandose en la grelina (1-7) amida (CEs, = 2,6 nM) [Compuesto 29 en la Tabla 8) o la grelina (1-9) amida (CEs, =
5,4 nM) [Compuesto 3 en la Tabla 4] que se descubrié que tenfan actividad, se examind la influencia sobre la actividad
de la glicina amino-terminal y la 2* serina.

Los resultados del resumen en la Tabla 10.

TABLA 10
Actividad del derivado de grelina 7

Compuesto Actividad de

Estructura liberacion de
Ca CEs (nM)

40. [N-Aminopentanoil]-Grelina (3-7)-amida 3,4

NH?-(CH,),-CO-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

41. [N-Acetil]-Grelina (1-10) >10.000

CHsCO-Gly-Ser-Ser-(CO-C;Hjs)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-OH

42. [N-Tyr]-Grelina 120

YGSS (CO-C;H5) FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

43. [N-Glicil]-Grelina (3-7)-amida 380

H-Gly-Ser(CO-C;H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

44. [Leu’]-Grelina (1-7)-amida 42

H-Gly-Leu-Ser(CO-C;H;s5)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

45, [His*]-Grelina (1-7)-amida 35

H-Gly-His-Ser(CO-C/H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

46. [Lys’]-Grelina (1-7)-amida 24

H-Gly-Lys-Ser(CO-C,H;s)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

47. [Gly?]-Grelina (1-7)-amida 78

H-Gly-Gly-Ser(CO-C,Hs)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

La actividad de N*-acetil-grelina (1-10) donde el grupo amino-terminal de la grelina (1-10) estaba bloqueado era
relativamente baja (CE5, > 10.000 nM). Como se ha descrito anteriormente, la actividad de la [N*-octanoil, serina®]-
grelina (1-9) amida (Compuesto 6 de la Tabla 1) también era relativamente baja (CE5, > 10.000 nM), y de esta manera
el grupo amino del extremo amino preferiblemente no estd bloqueado para expresar la actividad de liberacién de Ca.

Por otra parte, la actividad de liberacion de Ca de la N”-aminopentanoil-grelina (3-7) amida donde la glicina

amino-terminal y la 2° serina se reemplazaron por dcido-5-amino-n-pentanoico (NH,_(CH,),-CO-) con una longitud
de 2 restos casi se mantuvo (CEsy = 3,4 nM), la actividad de liberacién de Ca de la [N“-glicil]-grelina (3-7) amida de
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la cual se habia eliminado la 2* serina era menor (CEs, = 380 nM), y la actividad de liberacién de Ca de la [N-Tirosil]-
grelina de rata que tenia un resto de tirosina afiadido en el extremo amino de la grelina de rata era menor (CEs, = 120
nM), de forma que es preferible, para obtener una actividad mas fuerte, que el grupo amino-terminal esté presente en
una posicién de una longitud de 2 restos desde el 3 resto de serina con octanoilo hasta el extremo amino.

Ademés, los valores de CEs, de los derivados de grelina (1-7) amida donde la 2* serina se habia reemplazado por
leucina, glicina, histidina y lisina fueron 42 nM, 78 nM, 24 nM y 35 nM respectivamente, lo que indica una actividad
de liberacion de Ca ligeramente menor que la de la grelina (1-7) amida.

Como este resultado indica que el 2° resto de serina (-NH-CH(CH,OH)-CO-) puede reemplazarse por la estructura
parcial -CH,-CH,-CO- del 4cido aminopentanoico, el 2° resto de serina actda al menos como un espaciador para
separar el grupo amino del extremo amino de la grelina una distancia predeterminada desde el 3* grupo octanoilo. La
raz6n de que la actividad se mantuviera por el reemplazo del 2° resto de serina por dcido 5-aminopentanoico es que la
basicidad del extremo amino aumentaba introduciendo su estructura de alquilamina.

En resumen, se considera que el grupo amino del resto de glicina amino-terminal confiere basicidad al extremo
amino de la molécula de grelina, expresando de esta manera la actividad de la grelina y, por lo tanto, el grupo amino
en el extremo amino preferiblemente no esta bloqueado.

Ademads, se considera que el 2° resto de serina actda como espaciador para separar el grupo amino en el extremo
amino una distancia predeterminada desde el 3° grupo octanoflo, y por lo tanto el 2° resto de serina puede reemplazarse
por un aminoacido o un compuesto no aminoacidico con una cadena lateral relativamente menos voluminosa. Es decir,
la posicién del grupo octanoilo en la molécula de grelina se define con respecto al grupo amino del extremo amino, y
esta relacion posicional constituye una parte de la estructura activa de la grelina.

Es decir, la cadena lateral del 2° aminodcido preferiblemente es relativamente menos voluminosa, tal como ocurre
en la serina, alanina y norvalina, en lugar de un aminodcido que tiene una estructura voluminosa, y como 2° aminoécido
se prefiere un resto aminoacidico que no restrinja la flexibilidad de los restos vecinos. Ademads, como la actividad de
liberacién de Ca de la N*-aminopentanoil-grelina (3-7) amida casi se mantiene (CE5, = 3,4 nM), la 2% serina puede
reemplazarse por un compuesto no aminoacidico.

(5) Actividad optica del 3% 'y 4° restos aminoacidicos

Basdndose en la estructura de la grelina (1-7) amida, se prepararon derivados en los que la 3* L-serina y la 4*
L-fenilalanina se habian reemplazado por los L-aminodcidos correspondientes, y se examind la influencia que tiene
la configuracién del 3" y 4° aminodcidos sobre la actividad de liberacién de Ca. Especificamente, basdndose en la
[Serina® (octil)]-grelina (1-7) amida (CEs, = 5,8 nM) [Compuesto 50 en la Tabla 11] y la [cistefna® (octil)]-grelina (1-
7) amida (CEs, = 7,4 nM) [Compuesto 48 en Tabla 11] que mantenian una buena actividad, se prepararon sus derivados
en los que se habfa reemplazado la 3* serina y la 4° fenilalanina por los L o D aminodcidos correspondientes.

Los resultados se resumen en la Tabla 11. A partir de estos resultados, tanto el 3* como el 4° aminodcido son
preferiblemente L-aminoacidos.

TABLA 11
Actividad del derivado de grelina 8

Compuesto Actividad de

Estructura liberacién de Ca
CEso (nM)

48. [Cys*(Octil)]-Grelina (1-7)-amida 7.4

H-Gly-Ser-Cys(CgH;)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

49. [Cys’(Octil), "Phe*]-Grelina (1-7)-amida 3.000

H-Gly-Ser-Cys(CgH17)-"Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

50. [Ser’(Octil)]-Grelina (1-7)-amida 5,8

H-Gly-Ser-Ser(CgH+7)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

51. [Ser’(Octil), "Phe*]-Grelina (1-7)-amida 2.200

H-Gly-Ser-Ser(CgH;;) -°Phe-Leu-Ser-Pro-NH,
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52. [°Ser’(Octil)]-Grelina (1-7)-amida >10.000
H-Gly-Ser-"Ser(CsH1;)-Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

53. [°Ser’(Octil), "Phe*]-Grelina (1-7) -amida >10.000
H-Gly-Ser-"Ser (CgH17)-"Phe-Leu-Ser-Pro-NH,

(6) Modo de union de una cadena lateral en la 3° posicion

Se prepararon derivados de grelina en los que el enlace éster original se reemplazé por un éster en la direccién
inversa (Compuesto n° 54), una amida (Compuestos n° 55 y 56), un disulfuro (Compuesto n® 57) y metileno (Com-
puesto n° 58) de tal forma que la cadena lateral en la 3% posicidn tuvo la misma longitud que la de la cadena de grelina
(-CH,-O-CO-C;H,5). Ademds, se prepararon derivados de éster con impedimento estérico en el dtomo de carbono-
B del aminodcido en la 3% posicién (Compuestos n° 59 y 60) y un derivado amida en el que se habian extendido 3
unidades de metileno (Compuesto n° 61). Los resultados se resumen en la Tabla 12.

TABLA 12
Actividad del derivado de grelina 9

Compuesto Actividad
Estructura CEsp (nM)
54. [Asp*(O-Heptil)]-hGrelina 5,1
GSD(0-C;H,5)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

55. [Asp*(NH-Heptil)]-hGrelina 11
GSD(NH-C;H5)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

56. [Dap*(Octanoil)]-hGrelina 2,6

GS-NH-'"CH(CH,NHCO-C;H15)-CO-
FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

57. [Cys’(S-Heptil)]-hGrelina 1,4
GSC(S-C/H;s)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

58. [Adod’]-hGrelina 0,91
GS-NH-CH(n-C1H,,)-CO-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

59, [Thr’(Octanoil)]-hGrelina 10
GST(CO-C;H45)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

60. [Leu®, Thr(Octanoil)]-hGrelina 46
GLT(CO-C;H45)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

61. [Lys*(Octanoil)]-hGrelina 32

GSK(CO-C;7H45)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

La actividad del Compuesto 58, donde la cadena lateral en la tercera posicion se habia reemplazado por unidades de
metileno exclusivamente, mostrd la mayor actividad (valor de CEs, = 1 nM o menor). La actividad de otros derivados
varié dependiendo del tipo de enlace, pero se confirmé que el modo de unién de una cadena lateral del aminoacido 3
no ejerce una influencia significativa sobre la actividad.
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(7) Hidrofobia de una cadena lateral en la 3° posicion

Se prepararon derivados en los que en grupo 3 de Ser (octanoilo) se habia reemplazado por un aminodcido hidré-
fobo del que la mayor parte era un aminodcido natural, y se examiné su actividad. Los resultados se resumen en la
Tabla 13.

TABLA 13
Actividad de derivados de grelina 10

Compuesto Actividad
Estructura CEso (nM)
62. [Trp’]-hGrelina 31
GSWFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

63. [Phe’]-hGrelina 2.000
GSFFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

64. [Cha’]-hGrelina 19
GS-Cha-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

65. [2-"Nal’]-hGrelina 8,2
GS-'Nal-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

66. [2-°Nal’]-hGrelina >10.000
GS-°Nal-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

67. [Ser’(Bzl)]-hGrelina 7,6
GSS(CH,-CsHs)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

68. [Cys®(Tritil)]-hGrelina 20
GSC(C-Ph3;)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

69. [Ser’(4-Metilpentanoil)]-hGrelina 4.4
GSS(CO-CH,CH,CH(CH3),)FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

70. [Leu’]-hGrelina 4.400
GSLFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

71. [lle’]-hGrelina >10.000
GSIFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

72. [Lys’]-hGrelina 120
GSKFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

73. [Nle’]-hGrelina 2.800
GS-Nle-FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

74. [Val’]-hGrelina 1.600
GSVFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Los valores de CEs, de los derivados que tenfan un aminoacido hidr6fobo aromatico tal como tript6fano, ciclohexil
alanina o naftil alanina en la 3% posicién fueron 31 nM, 19 nM y 8,2 nM respectivamente, 1o que indica que se mantuvo
la actividad de liberacién de Ca. Inesperadamente, cuando se introdujo fenil alanina en la 3* posicion, la actividad de
liberacién de Ca era ligeramente baja, pero incluso cuando se introdujo el aminodcido Ser (Bzl) o Cys (Tritilo) mas
hidréfobo en la 3% posicidn, la actividad de liberacidon de Ca se mantuvo en un nivel similar, y de esta forma se confirmé
que la hidrofobia de la cadena lateral en la 3% posicidn es mas preferible para expresar la actividad.
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Por una parte, cuando se introdujo un aminoécido hidréfobo alifatico tal como leucina, isoleucina, norleucina o
valina en la 3* posicion, generalmente se mantuvo la actividad de liberacién de Ca de los derivados, pero ligeramente
por debajo de la de los derivados que introducen el aminoacido aromético. La actividad del Compuesto 73 que tenia
norleucina en la 3* posicion era CEs, = 2.800 nM, mientras que la actividad de la 6-amino-norleucina (lisina; Com-
puesto 72) que tenia un grupo amino afiadido a una cadena lateral de norleucina aumenté a 120 nM en términos de
los valores de CEs,, de forma que se confirmé que similar a la basicidad del extremo carboxilo descrita anteriormente,
también es preferible la basicidad de una cadena lateral en la 3* posicién.

(8) Derivados de grelina de cadena corta

Como se ha descrito anteriormente, se descubrié que un fragmento de grelina de los aminodcidos amino-terminales
1 a4 muestra una actividad significativa y esta actividad se aumenta adicionalmente afiadiendo leucina en la 5* posicién
a dicho fragmento; el 3* resto aminoacidico preferiblemente es el que tiene una cadena lateral hidr6foba; la actividad
aumenta introduciendo un resto bdsico; y los restos aminoacidicos 1 y 2 pueden remplazarse por un compuesto no
aminoacidico con una longitud de 2 restos, tal como un J-aminodcido. Basandose en estos resultados, se prepararon
diversos derivados de grelina de cadena corta basados en la regién amino-terminal (1-5) como se muestran en los
Compuesto n° 76 a 87 en las Tablas 14 y 15, y se examinaron sus actividades. Los resultados se resumen en las Tablas
14y 15.

El Compuesto 80 es conocido (Ipamorerin; K. Raum et al., Eur. J. of Endocrinol., 139: 552-561, 1998).

TABLA 14
Actividad del derivado de grelina 11

Compuesto Actividad
Estructura CEso (nM)
75. [Lys']-Grelina (1-7)-amida 11
H-Gly-Ser-Ser(CO-C;H;s5)-Phe-Leu-Ser-Lys-NH,

76. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil), Lys®]-Grelina (3-5)-amida 12

NH, -(CH,)4 -CO-Ser(CgH17) -Phe-Lys-NH,
77. [N-Aminopentanoil, "Ser’(Octil), "Phe®, Lys®]-Grelina (3-5)- | 1.600
amida

NH, -(CH,), -CO-"Ser(CsH,7)-°Phe-Lys-NH,
78. [Aib, His?, Ser’(Octil), Lys®]-Grelina (1-5)-amida 34
H-Aib-His-Ser(CsH,7) -Phe-Lys-NH,
79. [Aib’, His? Ser’(Octil), "Phe*- Lys®]-Grelina (1-5)-amida 38
H-Aib-His-"Ser(CsH17) -°Phe-Lys-NH,
80. [Aib", His?, °Nal®, °Phe?, Lys®]-Grelina (1-5)-amida 2,5
H-Aib-His-°Nal -°Phe-Lys-NH,

Como la actividad de liberacién de Ca del Compuesto 80 conocido era elevada (2,5 nM), también se examiné la
actividad del Compuesto 79 derivado del Compuesto 80 reemplazando 2-D-naftil alanina en la 3* posicién por D-octil
serina, y como resultado, su valor de CEs, fue 38 nM, lo que indica que se mantenia la actividad. E1 Compuesto 77
que tenfa D-octil serina y D-fenil alanina en la 3* y 4° posiciones, que tiene la misma estructura de aminodcidos que el
Compuesto 79 con la excepcién de los aminodcidos 1 y 2, mostré una actividad menor (1.600 nM), y estos resultados
indican que la secuencia o estructura de los aminoécidos 1 y 2 también afecta a la configuracién estérica de las cadenas
laterales del 3* y 4* aminodcidos importantes para presentar la actividad.
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Es decir, en el caso en el que los aminodcidos 1 y 2 se reemplazaran por 4dcido aminopentanoico, la actividad se
mantuvo a 34 nM incluso si la 2-D-naftil alanina en la 3% posicién y la D-fenil alanina en la 4* posicién se reemplazaban
por sus L-aminodcidos correspondientes (Compuesto 78), y de esta manera la secuencia aminoacidica (Gly-Ser) en la
1* a 2° posiciones en la grelina requiere la configuracién L para los aminodcidos 3 y 4, pero incluso si los aminodcidos
3 y 4 tienen la configuracién D, la actividad se hace significativa introduciendo otra secuencia aminoacidica tal como
Aib-His. También se confirmé que independientemente de la configuracion L o D en la 3* y 4° posiciones, la actividad
se expresa por introduccién de acido aminopentanoico en la 1* y 2% posiciones.

TABLA 15
Actividad del derivado de grelina 12

Compuesto Actividad
Estructura CEso (nM)
81. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5)-amida 11
NH-(CH,)4-CO-Ser(CgH;;)-Phe-Leu-NH,

82. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5)-metilamida 12
NH-(CH,)4-CO-Ser(CgH4;)-Phe-Leu-NH-CH3

83. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5)-etilamida 22

NH,-(CH,),-CO-Ser(CgH,7) -Phe-Leu-NH-C,Hs
84. [N-Aminopentanoil, Ser*(Octil)]-Grelina (3-5)-bencilamida 98
NH_-(CH,),-CO-Ser(CgH17)-Phe-Leu-NH-CH,-C¢Hs
85. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5)-aminoetilamida 3,5
NH.-(CH;),-CO-Ser(CgH,7)-Phe-Leu-NH-(CHy),-NH;
86. [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil), MePhe?, MeLeu®]-Grelina (3- | 82
5)-amida

NH>-(CH,),-CO-Ser(CgH17)-MePhe-MelLeu-NH,
87. [’Leu’]-hGrelina 220
GSS(CO-C;H47)F-L-SPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Usando [N-Aminopentanoil, Ser’(Octil)]-Grelina (3-5) basdndose en la regién amino-terminal (1-5) de la grelina,
se examind la correlacion entre la actividad y la estructura en la regién carboxilo-terminal. La actividad de sus deri-
vados donde la leucina carboxilo-terminal en la 5* posicién se habia modificado con amida, metilamida, etilamida o
bencilamida se mantuvo, pero tendia a reducirse como se muestra por los valores de CE5, de 11 nM, 12 nM, 22 nM
y 98 nM, respectivamente. Por otra parte, reemplazando etilamida por aminoetilamida, la actividad aumenté como se
muestra por un valor de CEs, de 3,5 nM, revelando de esta manera que es preferible impartir basicidad al extremo
carboxilo de la molécula de grelina.

Estos diversos derivados de amida carboxilo-terminales son compuestos ttiles debido a su resistencia in vivo a la
descomposicién con carboxi peptidasas. El Compuesto 86 (CE5, = 86 nM) que contenia N-metilaminodcido también
es un compuesto util debido a su resistencia a las enzimas.

Ejemplo 12
Actividad de liberacion de GH de derivados de grelina en rata

(1) Actividad de liberacion de GH de diversos derivados de grelina de cadena larga en rata

Se administraron 18 nmol/kg del Compuesto 17 ([Ser*(Octil)]-hGrelina), 30 nmol/kg del Compuesto 18 ([Cys?
(Octil)]-rGrelina), 100 nmol/kg del Compuesto 65 ([2-"Nal*]-hGrelina), o 18 nmol/kg del Compuesto 15 ([Ser’(3-
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TABLA 16

Fenilpropinil)]-hGrelina) rdpidamente y por via intravenosa en ratas IGS-SD (de aproximadamente 7 semanas de
edad) con anestesia con Nembutal para cada muestra (n=3). Quince minutos después de la administracion, se recogi6é
el plasma y la concentracién de GH en plasma se midi6 por radioinmunoensayo (Biotrak/Amersham). Por separado,
se administré albtimina de suero bovino (BSA)-solucién fisiolégica salina al 0,2%, 6 nmol/kg de rGrelina y hGrelina,
u 80 nmol/kg de Ipamorelina (Compuesto 80) en otras ratas como control, respectivamente, y se compararon las
concentraciones de GH en plasma en 15 minutos después de la administracion (para cada muestra n=3).

Los resultados se muestran en la Tabla 13. El Compuesto 17 (Ser?(Octil)]-hGrelina), el Compuesto 18 ([Cys?
(Octil)]-rGrelina) y el Compuesto 15 ([Ser?(3-PhPrl)]-hGrelina) presentaron una fuerte actividad de liberacion de GH
y la actividad de liberacién de GH de [2-*Nal*]-hGrelina mostré una buena correlacion con la actividad de liberacién
de Ca intracelular.

Actividad de liberacion de GH de diversos derivados de grelina de cadena larga

Compuesto Valor Dosis Nivel de GH en plasma en 15
administrado de (nmol/kg) | minutos después de la
CEsg administracién (ng/ml)
(nM)
Rata1 | Rata2 | Rata3 | M+
S.D.
Solucién fisiolégica - - 32 52 59 49
salina +12
hGrelina 1,3 6 1802 1613 2203 1873
+301
rGrelina 1,5 6 2056 1082 1205 1448
+530
ipamorelina 2,5 80 377 260 1184 607
(Compuesto 80) +503
[Ser’(Octil)-hGrelina 1,2 18 1626 1602 1743 1657
+75
[Cys®*(Octil)]-rGrelina 54 30 2786 2342 2354 2494
+253
[Ser®(Fenilpropionil)]- 1.4 18 2119 2078 1581 1926
hGrelina +299
[2-"Nal’]-hGrelina 8,2 100 1637 | 1576 | 1357 1524
+147
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(2) Cambio de GH en plasma por la administracion de [Cys*(Octil)]-grelina de rata

Después de administrar el Compuesto 18 ([Cys(Octil)]-grelina de rata) por via intravenosa en una dosis de 5
pg/cabeza en ratas macho de la cepa Wistar (de aproximadamente 260 a 280 g) con anestesia con Nembutal, se midi6
la GH liberada en la sangre. También se administraron solucién fisiolégica salina como control y grelina de rata (5
pg/cabeza) y se compararon con el Compuesto 18.

Como se muestra en las Tablas 17 a 19, la actividad de promotora de la secrecién de GH de [Cys*(Octil)]-grelina
de rata fue equivalente a la de la grelina natural (es decir, la C,,,, de la GH secretada fue de aproximadamente 1.100

ng/ml para las dos grelinas) y ademads el tiempo de secrecién tendia a prolongarse. La actividad de liberacion de Ca
intracelular del Compuesto 18 fue de 5,4 nM en términos de CEs.

TABLA 17

Cambio del nivel de GH en plasma por medio de la administracién de [Cys®(Octil)]-grelina de rata

Cys(C18)’- Tiempo

grelina de rata (min)

5 pg/cabeza 0 5 10 15 20 30 60

Nivel de|Rata 1|377 338 687 927 900 469 98

GH en|Rata 2 (101 294 258 300 358 245 86

plasma |Rata 3 |59 476 949 1229 1417 704 133

(ng/ml)  |Rata 4 |33 530 959 1451 1299 800 220
Rata 5 {32 613 1060 1561 1359 726 122

Media + S.D. 120 450 783 1093 1067 589 132

+ 146 + 133 + 324 + 506 + 445 + 229 + 53

TABLA 18

Cambio del nivel de GH en plasma por la administracion de solucion fisiologica salina

solucién Tiempo (min)
fisiologica salina |0 5 10 15 20 30 60
Nivel de|Rata 1]0 88 129 133 116 107 430
GH en|Rata 2 [204 122 118 134 128 69 36
plasma |Rata 3|77 0 0 0 0 0 11
(ng/ml)  IRata 4 [0 0 0 0 48 27 110
Rata 5 |0 0 0 0 0 0 210
Media + S.D. 56 42 49 53 58 41 159
+ 89 + 58 + 67 +73 + 61 + 47 +170
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TABLA 19

Cambio del nivel de GH en plasma por la administracion de grelina de rata

Grelina de rata Tiempo (min)
5 ng/cabeza 0 5 10 15 20 30 60
Nivel de|Rata 1143 186 425 405 215 56 3
GH en|Rata2 {10 1396 2028 1566 876 242 27
plasma |[Rata 3 (838 163 443 681 419 120 36
(ng/ml)  |Rata 4 (348 556 1387 1469 1293 663 100
Rata 5 [0 875 1380 1009 1414 452 20
Media £ S.D. 268 635 1133 1026 843 306 37
+ 348 + 517 + 690 + 498 + 525 + 250 + 37

Ejemplo 13
Accion de aumento del apetito de la grelina
(1) Accion de aumento del apetito por medio de la administracion en el ventriculo

Se administrd solucidn fisiolégica salina que contenia grelina de rata a diversas concentraciones a las 8:45 a.m. en
ventriculos cerebrales de ratas macho de la cepa Wistar (de 16 a 20 animales por grupo), que pesaban de 300 a 325 g.
Como control, se administré solucién fisioldgica salina sin grelina en los ventriculos. Después de la administracion,
se dej6 que las ratas se alimentaran ad libitum y se midi6 la cantidad de pienso tomado durante las 2 horas posteriores
a la administracién. Como se muestra en la Fig. 6, se observé un aumento en la cantidad de pienso consumido en las
ratas que recibieron 50 pmol de grelina por via intracerebroventricular, y se observé un aumento dependiente de la
dosis en la cantidad de pienso consumido en las ratas que recibieron 200 pmol y 500 pmol de grelina, pero la cantidad
de pienso consumido se redujo en las ratas que recibieron 2 nmol de grelina. Habitualmente, las ratas toman el pienso
por la noche, de forma que por la mafiana, la rata tiene el estomago lleno y rara vez consume pienso (véase la rata
que recibi6 solucidn fisioldgica salina como control en la Fig.6), y por lo tanto el aumento en la cantidad de pienso
consumido por la administracién de grelina dentro del ventriculo cerebral indica que la grelina tiene una accién de
aumento del apetito.

(2) Accion de aumento del apetito por medio de la administracion intravenosa

Se administraron por via intravenosa 50 ug/kg de grelina de rata en las venas de la cola en ratas SD (Sprague-Daw-
ley) macho de 9 meses de edad (5 animales) y ratas Wistar (4 animales), y se midi6 la cantidad de pienso consumido
durante las 2 horas posteriores a la administracion (evaluado durante 16:00 a 19:00 p.m.). Como se muestra en la tabla
20, la cantidad de pienso consumido aumento evidentemente por medio de la administracion intravenosa de grelina, en
comparacion con la cantidad de pienso consumido y sin la administracion de grelina de rata, que se determiné usando
el mismo animal a la misma hora otro dia. Es decir, se demostré que la grelina tiene una accién de aumento del apetito
incluso por medio de la administracién intravenosa
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TABLA 20
Cantidad de pienso consumido (g)
Cepa Rata N° Administracién de Sin administracion
grelina de grelina
S-D 1 3,2 2,2
2 3,7 1,0
3 3,2 0.1
4 2,7 1,3
5 2,6 0,8
Media 3,1 1,1
S.D. 0,4 0,8
Wistar 6 2,3 0,2
7 1,9 1,4
8 1,6 0,1
9 21 0,3
Media 2,0 0,5
S.D. 0,3 0,6

Ejemplo 14
Aumento de las funciones gdstricas por grelina

Para examinar el efecto de la grelina sobre las funciones gastricas, se realiz6 el siguiente experimento. Se dejaron
en ayunas durante 20 horas o mds ratas de la cepa SD macho (de 7 a 8 semanas de edad, que pesaban de 200 a 280
g) y después se usaron en el experimento. Las ratas se anestesiaron por medio de la administracion intraperitoneal
de uretano (1,25 g/kg) y se mantuvieron calientes usando una manta calefactora y una luz calefactora. Se inserté una
cénula traqueal y se realiz6 una ligadura en el es6fago con hilo de seda, y cada rata se someti6 a la siguiente operacién
para medir la secrecion de dcido gastrico o la motilidad géstrica. En el experimento usando el animal consciente, la
rata se sometié a la operacién para medir la secrecién de dcido géstrico o la motilidad géstrica con anestesia ligera por
inhalacién de éter.

En el experimento para la secrecién de dcido gastrico con anestesia con uretano, la operacion se realiz6 de acuerdo
con el método propuesto por Ohno et al. [Ohno, T., et al., Jpn. J. Pharmacol. 43, 429-439 (1987)]. En resumen, se
realiz6 una incision en el abdomen en posicién supina y se expusieron el estdmago y el duodeno. Se inserté un tubo
de polietileno en la parte frontal del estémago para preparar una fistula estomacal aguda. Se insert6 otro tubo de
polietileno en el estomago después de escindir el duodeno y la parte circundante del piloro se ligé y fijé. El interior
del estémago se someti6 a infusién con solucién fisioldgica salina que se ajusté a pH 7,0 en un depdsito y se calent6 a
37°C. El caudal fue de 1,0 ml/min. El liquido de infusién se ajust6 a pH 7,0 por valoracién con NaOH 100 mM usando
una unidad de fijacién del pH (Hiranuma, Comitite-8). Después de confirmar que una cantidad bédsica de secrecién de
dcido gastrico era estable, se administré via por intravenosa el agente quimico de ensayo y se midi6 la velocidad de
secrecion de dcido géstrico a intervalos de 5 minutos. En cada grupo se usaron 4 ratas.

En el experimento durante la excitacidn, la rata se sometié a la misma operacion con anestesia ligera por inhalacién
de éter y después se realizé un corte pequefio en el costado, y se extrajo el tubo de infusién del cuerpo. El estémago
expuesto y el duodeno se pusieron de nuevo en el abdomen y el sitio escindido se saturd, y el animal se dej6 en ayunas
mientras reposaba sobre la parte dorsal en una jaula de sujecion de ratas de tipo Ballman, y después de confirmar
que la rata se habia recuperado de la anestesia, se sometié al experimento. El es6fago estaba ligado, pero no se habia
insertado una cdnula traqueal.
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En el experimento para medir la motilidad del estémago con anestesia con uretano se us6é un método de globo
miniaturizado de acuerdo con el método propuesto por Takeuchi & Nobuhara [Takeuchi, K. y Nobuhara, Y., Digestive
Diseases and Sciences 30, 1181-1188 (1985)]. Es decir, un globo relleno con agua y un catéter de soporte se insertaron
en el estdémago después de escindir la parte frontal del estémago. Se fijé en una gldndula de la linea del estémago y
un extremo del catéter se conectd a un transductor de presiéon (LPU-0.1-350-0-II, de Nihon Kohoden Corporation).
Después de confirmar que la motilidad géstrica era estable, se administrd por via intravenosa el agente quimico de en-
sayo acumulativamente a intervalos de 60 minutos. Para la motilidad géstrica, se midieron a intervalos de 10 minutos
la amplitud de la presién interna en el estdémago y el nimero de reacciones de contraccién en la motilidad de contrac-
cién con una amplitud de 20 cm de H,O o mas. En cada grupo se usaron cuatro animales. En el experimento que usa
animales conscientes, la rata se someti6 a la misma operacién con anestesia ligera por inhalacién de éter y después
se suturar el sitio de las escision, el animal se dejé en ayunas en la posicién boca abajo en una jaula de sujecioén de
ratas de tipo Ballman. Después de confirmarse que la rata se habia recuperado de la anestesia, el animal se someti6 al
experimento.

Se disolvieron grelina de rata y dihidrocloruro de histamina en solucién fisioldgica salina y se administraron en
una dosis de 1 ml/kg en la vena de la cola. Para examinar si la accién del nervio vago estd implicada en la accién de
la grelina, se administré por via subcutdnea sulfato de atropina 30 minutos antes de la administracién de grelina, o
se cortaron bilateralmente haces cervicales del nervio vago. Para examinar la implicacién del receptor de histamina
H, en la accién de la grelina, se administré por via subcutdnea famotidina (Gaster®, producida por Yamanouchi
Pharmaceutical Co., Ltd.) 30 minutos antes de la administracién de grelina. Los resultados se muestran en media +
error tipico. El andlisis estadistico se realiz6 usando ensayos de comparacion multiple de Dunnett. Un valor P < 0,05
se considerd estadisticamente significativo.

Como se muestra en la Fig. 7A y en la Tabla 21, la secrecién del 4cido géstrico se promovié de una manera
dependiente de la dosis tras la administracién intravenosa de grelina de rata en una dosis de 0,8 a 20 ug/kg en la rata
con anestesia con uretano.

En la rata anestesiada, apenas se observé una motilidad espontdnea del estdémago antes de la administracion de
grelina. Cuando a las ratas se le administr6 por via intravenosa grelina en una dosis de 0,8 a 20 ug/kg en este estado,
se promovieron tanto la amplitud como la frecuencia de la motilidad géstrica como se muestra en la Fig. 8A y B y
en la Tabla 21. Estas reacciones se observaron inmediatamente después de la administracién de grelina de rata. Por
medio de la administracién de 20 ug/kg, la secrecion de 4cido gastrico aumentd y alcanzé el nivel maximo en 20
minutos y se redujo gradualmente durante los 90 minutos posteriores a la administracién. Como se muestra en la Fig.
7A y B, la reaccién médxima en la accién de promocion de la secrecién de 4cido géstrico por la administracién de 20
ugl/kg de grelina de rata fue casi comparable con la reaccion inducida por la administracion intravenosa de 3 mg/kg de
histamina. La accién de promocién de la amplitud de motilidad géstrica alcanz6 la reaccién maxima en 10 minutos a
cualquier dosis, y por medio de la administracién de 20 ug/kg de grelina, la accion se redujo gradualmente hasta 50
minutos después de la administracién.

Ademads, como se muestra en la Tabla 21, la accién de promocién de la secrecidn gastrica inducida por la adminis-
tracion de 20 ug/kg de grelina de rata se inhibid casi completamente por el pretratamiento con atropina o vasotomia
cervical bilateral, pero esta accién no se vio afectada por el pretratamiento de la administracién subcutidnea de 1 mg/kg
de famotidina, es decir, un antagonista del receptor de histamina H,. Ademads, la accién de promocién de la motilidad
gastrica inducida por la administracién de grelina de rata se inhibi6 completamente por pretratamiento con atropina
o vagotomia cervical bilateral. Por estos resultados, se confirmé que la accién de promocion de la grelina sobre las
funciones gastricas no se realiza a través de un mecanismo histaminérgico, sino por la activacion del sistema del nervio
vago.

Por medio de la administracién intravenosa de grelina de rata (4 y 20 ug/kg), se promovié la secrecién de dcido
gdstrico en la rata consciente de la misma manera que en la rata con anestesia con uretano. En comparacién con la rata
con anestesia, la rata consciente tuvo una motilidad gastrica espontdnea antes de la administracién del agente quimico
de ensayo, e incluso en este estado por medio de la administracion de 0,8 a 20 ug/kg de grelina de rata a la rata, la
motilidad géstrica se promovié junto con su amplitud y frecuencia. A partir del resultado anterior, se confirmé que
por medio de la administracidn intravenosa de grelina, se produce la promocién de la secrecion de dcido géstrico y la
promocién de motilidad géstrica no s6lo en la rata anestesiada, sino también en la rata consciente.
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TABLA 21
Tratamiento Secrecion de Motilidad gastrica
acido gastrico| Frecuencia Amplitud
(1 equivalente| (veces/60 min) |(cm de H,0/60
60 min) min)
Solucién fisiolégica salina 176+1,2 1,3+10 1,7+1,0
Grelina de rata 0,8 pgrkg por 24522 35,6+ 181 6,7+4,4
inyeccion i.v
4 ng/kg por 235126 60,8 + 25,6 11,1+£53
inyeccioén i.v.
20 pg/kg por 433+46 100,5 £ 20,4 218+25
inyeccion i.v. *1) *1) (*1)
Inyeccién +atropina 26,1+ 39 0 0
intravenosa de 1 mg/kg por (*2) (*3) (*3)
20 pg/kg de administracion
grelina de rata subcutanea
+ eliminacién de 18,4 + 3,7 0 0
nervio vago (*3) (*3) (*3)
+famotidina 43.0+4,2 NT NT
1 mg/kg por
administracion
subcutanea

Los simbolos de la tabla indican:
*1, p<0,01; *2, p<0,05; y *3, p<0,01

NT: No ensayado

Ejemplo 15
Accion de la grelina y derivados de grelina de promocion del crecimiento celular

Para examinar la accién de la grelina administrada sobre la promocidn del crecimiento celular, se realizé el siguien-
te experimento. Se administraron 20 ug/kg de grelina de rata o grelina de rata de tipo tioéter (Compuesto 18 [Cys?
(octil)]-hGrelina) en venas de la cola de ratas Wistar macho (de 7,5 semanas de edad) respectivamente. Diecisiete
horas después de la administracion, se administr6 *H-timidina en las venas de la cola y una hora después se escindie-
ron el duodeno, el yeyuno y la médula ésea. Se midi6 la incorporacién de *H-timidina a las fracciones de ADN de
estos tejidos para examinar la accidén de promocidn del crecimiento celular de la grelina y de los derivados de grelina.
Los tejidos se cortaron en secciones finas y se homogeneizaron usando un homogeneizador Polytron y, después de la
centrifugacion, el sobrenadante se precipité con dcido tricloroacético para dar una fraccién de ADN. La radiactividad
de la fraccion de ADN se midié por un contador de centelleo de liquidos.
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Como se muestra en la Tabla 22, la incorporacién de *H-timidina en estos tejidos u érganos aument6 por medio de
la administracion intravenosa de grelina de rata o grelina de rata de tipo tioéter, y de esta manera se confirmé que la
grelina presenta una accién de promocion del crecimiento celular en el duodeno, yeyuno y médula ésea.

La evolucién a lo largo del tiempo de la accién promotora del crecimiento de las células después de la administra-
cion intravenosa de grelina fue similar a la observada después de la administraciéon de GHRH (hormona de liberacién
de la hormona del crecimiento), de forma que se consideré que la accién de promocion del crecimiento celular de la
grelina se realiza a través de la GH (hormona del crecimiento) secretada principalmente por la pituitaria. Se consi-
der6 que la regulacion de la secrecion de GH por grelina como factor fisioldgico es razonable para la regulacion del
organismo, y hay menos efectos adversos que se podrian producir por la administracién de GH.

TABLA 22
Ejemplo Grelina de rata | Grelina de tipo tioéter
Comparativo
Médula 6sea 100,0 £ 17,8% 141,7 £ 30,1% 1445 + 16,5%
(en tejidos)
Duodeno 100,0 + 14,2% 136,0 + 17,8% 1140+ 11,7%
(en fraccién de
ADN)
Yeyuno 100,0 + 6,8% 159,0 £ 7,5% 151,0 + 23,6%
(en fraccién de
ADN)

Los valores numéricos muestran la relacién (%) de incorporacion del radioisétopo con respecto a la media (por
triplicado) del ejemplo comparativo (es decir, el grupo que recibid solucidn fisioldgica salina).

Ejemplo 16
Cuantificacion de grelina por anticuerpo anti-grelina

Usando anticuerpos inducidos contra péptidos de grelina de rata amino- y carboxilo-terminales como antigenos, se
cuantificé la grelina en diversos tejidos vivos por radioinmunoensayo (RIA).

Se inmunizaron conejos con [C-Cys]-grelina de rata [1-11] (péptido de grelina de rata de aminodcidos 1 a 11 desde
el extremo amino que tiene cisteina unida a su extremo carboxilo) y [C-Cys]-grelina de rata [13-28] (péptido de grelina
de rata de los aminodcidos 13 a 28 desde el extremo amino que tiene cisterna unida a su extremo carboxilo) como
antigenos, para formar el anticuerpo amino-terminal (anti-antigeno [C-Cys]-grelina de rata [1-11]) y el anticuerpo
carboxilo-terminal (anti-antigeno [C-Cys]-grelina de rata [13-28]) respectivamente.

Como se muestra en la Fig. 9A, la Cl;s, (concentracién inhibidora de 50%) de la grelina de rata fue de 3,1 fmol
en la unién entre la grelina de rata marcada con radiois6topo y el anticuerpo amino-terminal. Este anticuerpo amino-
terminal, aunque muestra una reactividad cruzada de 100% con la grelina de rata y la grelina humana sintetizada
quimicamente, mostré sélo una reactividad cruzada de 0,3% con n-hexanoil-grelina de rata donde la tercera serina se
habia modificado con un grupo n-hexanofilo y una reactividad cruzada de 20% con n-decanoil-grelina de rata donde la
3% serina se habia modificado con un grupo n-decanoilo. Ademads, el anticuerpo amino-terminal no reaccionaba con la
grelina de la que se retir6 el 4cido graso.

El anticuerpo amino-terminal mostré una afinidad similar por grelina de rata (28 aminoécidos), grelina humana (28
aminodcidos), y grelina-27 (grelina consistente en 27 aminoacidos) encontrada en humano y rata. Por consiguiente,
se confirmé que el anticuerpo amino-terminal reconoce especificamente la grelina natural en la que la 3 serina se
modificé con un grupo N-octanoilo.

Como se muestra en la Fig. 9b, la grelina de rata natural modificada con un grupo n-octanoilo y la grelina de rata
modificada por eliminacién del n-octanoilo de la grelina de rata natural, mostré un valor de Cls, similar de 44 fmol
en la unidn entre la grelina de rata marcada con radioisétopo y el anticuerpo carboxilo-terminal. Es decir, se confirmé
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que el anticuerpo carboxilo-terminal tiene la misma afinidad por la grelina modificada con 4cido graso y por la grelina
de la que se retir6 el 4cido graso.

Estos resultados revelaron que, con respecto a las grelinas que se producen en diversos tejidos en un organismo
vivo, la grelina en la que la tercera serina se habia modificado con un grupo n-octanoflo puede cuantificarse por el
anticuerpo amino-terminal, mientras que tanto la grelina modificada con 4cido graso como la grelina de la que se
retird el dcido graso pueden cuantificarse por el anticuerpo carboxilo-terminal.

La Tabla 23 muestra el resultado del examen del contenido de la grelina modificada con dcido graso y el contenido
de grelina modificada con 4cido graso y grelina de la que se retir6 el dcido graso en diversos tejidos en un organismo
vivo.

TABLA 23
Tejidos Cantidad de grelina de rata que reacciona con anticuerpo
(fmol/mg de tejidos)
C-RIA N-RIA
Hipotalamo 1,8+0,3 <0,05
Pituitaria 8,5+ 3,1 <0,05
Tiroides 35+20 <0,05
Glandula mandibular 88+1,3 <0,05
Timo 3,5+04 <0,05
Glandula suprarrenal 3,1+04 <0,05
Auricula 2,3+0,2 0,07 £ 0,01
Ventriculo 2,1+0,1 <0,05
Aorta 24+07 0,14+ 0,03
Pulmén 3,1+04 <0,05
Higado 28+05 <0,05
Pancreas 26+06 0,15+ 0,05
Estéomago 1779,8 + 533,9 377,31+-55,83
Duodeno 106,7+£7,3 20,57 £ 0,69
Yeyuno 60,2+ 17,2 10,73+ 5,44
lleon 20,5+ 5,1 0,16 + 0,08
Ciego 15,1+ 2,5 1,70+ 5,44
Colon 10,4+£0,7 <0,05
Rifién 54+0,3 <0,05
Esperma 2,8+02 <0,05
Plasma (1 ml) 2196 +71,8 4,02 + 1,91

En la tabla, C-RIA indica el resultado de la cuantificacién por radioinmunoensayo usando el anticuerpo carboxilo-
terminal, mientras que N-RIA indica el resultado de la cuantificacién por el anticuerpo amino-terminal.

Los valores numéricos de la tabla indican “media + desviacidn tipica”
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Ejemplo 17
Produccion de grelina de rata (1-28) por un método de semisintesis
Esquema de sintesis

En este ejemplo, se produjo rGrelina a partir de fragmentos de rGrelina (6-28) y Grelina (1-7) previamente prepa-
rados por un método de ingenierfa genética y sintesis quimica respectivamente, como se indica a continuacion.

Especificamente, se expresé en E. coli S-galactosidasa 97S-(QFE-SRHRR)-rGrelina (6-28), es decir, una proteina
de fusion de B-galactosidasa 97S y -rGrelina (6-28) entre las cuales habia una secuencia aminoacidica (-QFE-SRHRR-)
que tiene un sitio escindido por la proteasa V8 y la proteasa KexII. Esta proteina de fusién se traté con la proteasa V8,
para cortar la SRHRR rGrelina (6-28). Después, todos los grupos amino de la SRHRR rGrelina (6-28) se protegieron
con grupos Boc, y el péptido resultante se traté con proteasa KexII para dar [Lys(Boc)'"1%1%2024].rGrelina (6-28) a
partir de la cual se habia aislado el grupo amino-terminal de Ser 6. Este fragmento protegido se condensé con [N°-
Boc]-rGrelina (1-5)-Osu obtenido por sintesis quimica y la [Lys(Boc)!!161%224]rGrelina resultante se traté con un
dcido, con lo que se produjo rGrelina.

En este ejemplo se describi6 la semisintesis de rGrelina, pero también puede sintetizarse hGrelina por este método.

Ademais, en este ejemplo, el fragmento (1-5) se condensé con el fragmento (6-28), pero pueden condensarse res-
pectivamente fragmentos amino-terminales sintetizados quimicamente (1-2), (1-3) y (1-7) con fragmentos carboxilo-
terminales (3-28), (4-28) y (8-28) de una longitud arbitraria consistente en los aminodcidos en la 28* posicién hasta
la 3* posicién construidos por medios de ingenieria genética, para producir grelina como una proteina de fusién. Para
reducir el nimero de etapas de la sintesis quimica, es ventajosa la condensacién (1-2) y (3-28) o entre (1-3) y (4-28).
Desde el punto de vista de la prevencién completa de la racemizacion producida por condensacion, es particularmente
preferida la condensacién entre (1-7) y (8-28) usando Pro 7.

Construccion del vector de expresion pG97s rGR y expresion de grelina (6-28) como una proteina de fusién.

Basandose en la secuencia de nucleétidos del ADNc de grelina de rata, se obtuvo un fragmento de ADN para rGre-
lina (6-28) que tenia la secuencia aminoacidica QFE-SRHRR en la regién prepro por templado usando un oligémero
sintético total.

Para insertar este fragmento de ADN en pG97SnPPH34 (JP-A 9-296000), se traté6 pG97SnPPH34 con Sall y Smal
delecionando de este modo su gen precursor de hormona paratiroidea humana. El producto se traté con fosfatasa
alcalina y se lig por ligasa de T4 al fragmento génico derivado de rGrelina previamente tratado con Sall y quinasa.
El pldsmido ligado se utiliz6 para transformar la cepa DH5« de E. coli para dar plasmido pG97s rGR.

El plasmido resultante pG97s rGR se utilizé para transformar E. coli M25 (ompT) y el transformante resultante
se cultivé en tres placas que contenian cada una 200 ml de medio liquido de caldo Terrific (1,2% de triptona, 2,4%
de extracto de levadura, 0,4% de glucosa) y se cultivé con agitaciéon a 37°C. Cuando la concentracién (DOgq) de la
célula bacteriana alcanz6 0,8, se afiadi6 isopropil 1-tio-S8-D-galactopirandsido (IPTG) a una concentracién final de 2
mM, para expresar la proteina de fusién de rGrelina (6-28). Ademads, la célula bacteriana se cultivé durante 4 horas y
después se recogi6 por centrifugacion. La estructura de la proteina de fusion rGrelina (6-28) es la siguiente: proteina
de fusién de rGrelina 6-28: (8-galactosidasa-97S)-QFE-SRHRR rGrelina (6-28)

Procesamiento de la proteina de fusion de rGrelina 6-28 y purificacion de [SRHRR J-rGrelina (6-28)

Se suspendieron 20 ml de la célula bacteriana resultante en tampén TE y la célula bacteriana se rompié por una
prensa French. Posteriormente, se recogieron los cuerpos de inclusién por centrifugacion a 3000 rpm durante 15
minutos, se suspendieron de nuevo en 10 ml de tampén TE y agua desionizada y se centrifugaron, con lo que se
lavaron los cuerpos de inclusidon. Los cuerpos de inclusién se diluyeron con agua desionizada de tal forma que su
DOy se redujo a 50,0, y se afiadi6 Tris-HCl (pH 8,2) a una concentracién final de 50 mM, y los cuerpos de inclusién
se disolvieron en urea (concentracidn final: 3,5 M). A esta solucion mantenida a 30°C se le afiadieron derivado de
proteasa rV8 V8DS5 (abreviado en lo sucesivo como V8DS5) (documento JP-A9-47291) a una concentracion final de 10
pg/ml y la solucién se traté con la enzima a 30°C durante 20 minutos. La reaccién se terminé afiadiendo dcido acético
al 3% (AcOH):

Se afiadié un exceso de 1,5 veces de agua desionizada a la solucién terminada con reaccién de enzima V8DS5
que contenia [SRHRR]-rGrelina (6-28), y después esta solucién se ajusté a pH 5,0 con NaOH 5 N, para precipitar el
fragmento de derivado de S-galactosidasa que después se retiré por centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante que contenia [SRHRR]-rGrelina (6-28) se aplicé a una columna TSK-ODS 80Ts (didmetro de
particulas de resina de 20 gum, 50 mm de D.I. x 100 mm, TOSOH Co., Ltd.) previamente equilibrada con TFA al 0,1%.
El péptido deseado se eluyd por un gradiente lineal de 100% de tampdén A [0,8 ml/min., acetonitrilo al 1%, TFA al
0,1%] a 100% de tampoén B [acetonitrilo al 50% TFA al 0,095%], que se programé para terminar en un volumen de 5
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columnas. Se recogieron las fracciones que contenian el péptido deseado [SRHRR]-rGrelina (6-28) (aproximadamente
50 mg).

Purificacion de [Boc-SRHRR |-[Lys(Boc)'"'%1*2% |_yGrelina (6-28)

Se afadieron 6 equivalentes mol (19,2 mg, 6 x 15 umol) de bicarbonato de di-t-butilo a una solucién acuosa
de acetonitrilo al 50% que contenia aproximadamente 50 mg (15 ymol) de [SRHRR]-rGrelina (6-28), y después se
ajusté a pH 9 con trietilamina y se dej6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadié dcido acético a una
concentracion final de 0,5% a la solucion de reaccién y después de evaporar el acetonitrilo, la solucién se afiadi6 a
un cartucho EMPORE-Octil (C8) HD 4 mm/1 ml previamente equilibrado con acetonitrilo al 10% que contenia TFA
al 0,1%, y después de lavar la columna con la solucién de equilibrio [Boc-SRHRR]-[Lys(Boc)!!161920241rGrelina (6-
28), se eluyd con acetonitrilo al 90% que contenia TFA al 0,095%. El acetonitrilo se evapord y se obtuvieron 6 ml de
solucién que contenia aproximadamente 30 mg del péptido deseado.

La espectrometria de masas indicé principalmente dos péptidos cuyo peso molecular después de la modificacién
con Boc fue mayor en 500 (peso molecular determinado 3895) o en 600 (peso molecular determinado 3995), que el
peso molecular (peso molecular determinado = 3396, peso molecular teérico = 3999) antes de la modificacién con
Boc.

Escision de [Lys(Boc)'"1%12024 |_rGrelina (6-28) por proteasa Kex2 y purificacion de la misma

Se afiadieron soluciones de cloruro célcico y Tris-HCI, pH 8,2, a concentraciones finales de 0,3 mM y 20 mM
respectivamente a la solucién acuosa resultante de [Boc-SRHRR]-[Lys(Boc)!!16192024]rGrelina (6-28) (30 mg, 6 ml).
Después se afiadié a la misma una solucién de proteasa Kex2 (documento JP-A-10-229884) a una concentracion de 1
x 10° unidades/ml, y la muestra se traté con la proteasa a 30°C durante 60 minutos.

En la HPLC, desapareci6é un pico de [Boc-SRHRR]-[Lys(Boc)!'!16192024]rGrelina (6, 28), se desplazé un pico
de [Lys(Boc)!!16:192024]_+Grelina (6, 28) hacia el lado de hidrofobia, y se observé un pico de un fragmento hidréfilo
correspondiente a Boc-SRHRR.

Después de confirmar la desaparicién del material de partida, la solucién de reaccién se ajusté a pH 3,5 con
dcido acético acuoso y se aplicé a una columna de cromatografia de fase inversa ODS-80Ts (volumen de columna
de 1,66 cc, diametro de particulas de resina 20 um, TOSOH Co., Ltd.) previamente equilibrada con acetonitrilo al
1,0% que contenia dcido acético al 1%. Después de lavar la columna con la solucién de equilibrio en un volumen de 5
columnas, se eluy6 [Lys(Boc)!!"'¢1%2024]_rGrelina (6-28) por un gradiente lineal de acetonitrilo al 1,0 a acetonitrilo al
90,0%, conteniendo cada uno 4cido acético al 1%, que se programo para terminar en un volumen de 5 columnas. Las
fracciones principales se liofilizaron para dar 6,2 mg del péptido protegido deseado.

Condensacion y desproteccion del fragmento

Se afiadieron respectivamente trietilamina (51,0 wl, 0,366 mmol) y una solucién de bicarbonato de di-t-butilo
(78,0 mg, 0,0356 mmol) en TFE (4,00 ml) a una solucién de Grelina (1-5) (190 mg, 0,0301 mmol, Compuesto 31)
en trifluoroetanol (TFE) (6,00 ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 13 horas. El disolvente se
evapord, y se afladi6 éter (20,0 ml) a los residuos resultantes, con lo que se obtuvieron 180,5 mg de [N*-Boc]-rGrelina
(1-5).

Después se afiadio6 HOSu (5,20 mg, 0,0452 mmol) a una solucién de [N*-Boc]-rGrelina (1-5) (22,0 mg, 0,0301
mmol) en DMF (1,00 ml), y se afiadié DIPCI (7,30 ul, 0,0466 mmol) en un bafio a -30°C. Después, la mezcla se agit6d
en el bafio a -30°C durante 1 hora y posteriormente a temperatura ambiente durante 18 horas, se evapord el disolvente
y los residuos resultantes se convirtieron en un polvo con éter para dar 14,1 mg de [N*-Boc]-rGrelina (1-5)-OSu como
un éster de succinimida de [N®-Boc]-rGrelina (1-5).

Después, se afiadieron [N*-Boc]-rGrelina (1-5)-OSu (3,3 mg, 3,96 umol) y trietilamina (2,5 ul, 17,9 ymol) a una
solucién en DMF (0,6 ml) de [Lys(Boc)'"'¢!*202#].rGrelina (6-28) (6,10 mg, 2,18 umol) preparada por el método
recombinante y se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. El disolvente se evaporé y se afiadié TFA (2,00 ml)
directamente a los residuos resultantes con refrigeracion en hielo y se agit6 a temperatura ambiente durante 1,5 horas.
El TFA se evapord, y se afiadi6 éter a los residuos, con lo que se obtuvieron 6,2 mg de péptido bruto que contenia
Grelina (1-28).

Este producto se disolvié en 2 ml de acido acético (AcOH) al 5% y se aplicé a YMC-Pack-ODS-A (5 um, 20 mm
x 250 mm) y se eluy6 por un gradiente lineal (caudal: 10 ml/min) de acetonitrilo al 0-95% en 4cido trifluoroacético al
0,1% durante 60 minutos. Las fracciones deseadas se recogieron, se liofilizaron, se aplicaron a YMC-Pack PROTEIN-
RP (C4, 10 mm x 250 mm) y se eluyeron por un gradiente lineal (caudal: 4,7 ml/min.) de acetonitrilo al 7,5-21,3% en
acido trifluoroacético al 0,1% durante 30 minutos.
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Las fracciones deseadas se recogieron, liofilizaron y aplicaron a YMC-Pack PROTEIN-RP (C4, 10 mm x 250 mm)
y se eluyeron por un gradiente lineal (caudal: 4,7 ml/min.) de acetonitrilo al 7,5-21,3% en 4cido trifluoroacético al
0,1% durante 30 minutos. Las fracciones deseadas se recogieron y se liofilizaron para dar 2,1 mg de rGrelina (1-28).
Este producto mostré un tiempo de retencién de acuerdo con el de la rGrelina (1-28) convencional en HPLC analitica,
y tuvo una actividad de liberacién de Ca intracelular de CE5, = 1,5 nM que fue equivalente a la grelina natural.

ESI-MS 3315,0 (tedrico: 3314,8), composicién de aminodcidos: Ser; 3,74 (4), Glx; 5,69 (6), Gly; 1,18 (1), Ala;
2,05 (2), Leu; 2, Phe; 0,98 (1), Lys; 4,98 (5), His; 1,03 (1), Arg; 1,96 (2), Pro; 4,01 (4)

Compuesto 87 [Plew’ J-rGrelina (1-28)

Como subproducto en la esterificacién con succinimida de [N*-Boc]-rGrelina (1-5) o la condensacién de los frag-
mentos, se obtuvieron 0,8 mg de [Pleu’]-rGrelina (1-28). Su actividad de liberacién de Ca intracelular fue CEsy = 220
nM.

ESI-MS 3315,0 (tedrico: 3314,8), composicién de aminodcidos Ser; 3,80 (4), Glx; 5,92 (6), Gly; 1,23 (1), Ala;
2,07 (2), Leu; 2, Phe; 0,97 (1), Lys; 4,92 (5), His; 1,02 (1), Arg; 1,97 (2), Pro; 4,11 (4)

Andlisis por GC-MS de leucina después de la hidrdlisis en D,O/DCl: L-Leu; 1,17 (1), D-Leu; 0,83 (1)

Aplicabilidad industrial

Por medio de la administracién del nuevo compuesto de tipo péptido de la presente invencién o una sal farma-
céuticamente aceptable del mismo en seres humanos o animales, se demuestra un excelente efecto de trabajo como
preparacién farmacéutica para promover el crecimiento de nifios y mejorar los defectos de funciones metabdlicas
producidas por deficiencia de GH, induciendo la secrecién de GH sin producir efectos secundarios sustanciales, y su
anticuerpo demuestra un excelente efecto de trabajo como agente para el diagndstico de enfermedades atribuibles a
una deficiencia de GH y como herramienta de investigacién en el campo de la ciencia.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de un compuesto de tipo péptido,

(a) en el que el segundo o tercer resto aminoacidico del extremo amino es un aminodcido modificado seleccio-
nado de serina, treonina, tirosina y oxiprolina, en el que un 4cido graso que contiene de 2 a 35 4tomos de
carbono estd unido al grupo hidroxi de la cadena lateral via un enlace éster,

(b) que comprende una secuencia aminoacidica indicada en SEQ ID N°: 31, en la que el segundo o tercer
aminodcido del extremo amino se ha reemplazado por dicho aminodcido modificado, y

(c) que tiene una actividad de aumentar la concentracion de ion calcio intracelular como resultado de la unién
a un receptor de secretagogo de la hormona del crecimiento,

o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la fabricacién de un agente farmacéutico estimulador
del apetito.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dcido graso se selecciona entre dcidos grasos que contienen
2,4,6,8,10, 12, 14, 16 6 18 atomos de carbono, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el dcido graso se selecciona entre dcido octanoico, un dcido
graso monoénico del mismo y un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 2, donde el 4cido graso se selecciona entre 4dcido decanoico, un acido
graso monoénico del mismo y un 4cido graso poliénico del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho compuesto de tipo péptido comprende una secuencia
aminoacidica indicada en la SEQ ID N°: 31, en la que el grupo hidroxi de la cadena lateral de serina o treonina en la
tercera posicion desde el extremo amino en dicha secuencia aminoacidica se acila con un grupo acilo que contiene de
2 a 35 atomos de carbono o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el compuesto tiene ademads una actividad de inducir la secrecion
de hormona del crecimiento.

7. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el compuesto comprende un amino4-
cido basico unido al extremo carboxilo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el extremo amino se modifica con un
grupo alquilo saturado o insaturado o un grupo acilo que contiene uno o mas atomos de carbono, y/o el grupo hidroxi
del grupo carboxilo en el extremo carboxi es OZ o se reemplaza por NR2R3 donde Z es un catién farmacéuticamente
aceptable o un grupo alquilo inferior lineal o ramificado, y R2 y R3 son iguales o diferentes y representan H o un
grupo alquilo inferior lineal o ramificado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho agente estimulador del apetito es un medi-
camento para el tratamiento de anorexia o sitofobia.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> KANGAWA, kenji

<120> Nuevos Péptidos
<130> DS03F216 (EP)

<150> JP 1999/210002
<151> 23-7-1999

<150> JP 1999/338841
<151> 29-11-1999

<150> JP 2000/126623
<151> 26-4-2000

<160> 39

<210> 1

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<223> Secuencia aminoacidica para una region central de péptidos endégenos de secretagogo de hormona del creci-
miento

<400> 1

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro
1 5

<210>2

<211>28

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos de rata de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 2

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Gln Arg Lys

1 5 10 1s
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25
<210>3
<211> 28
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos humanos de secretagogo de hormona del crecimiento
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<400> 3

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Glan Arg Lys

1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25

<210> 4
<211> 117
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Secuencia aminoacidica para una prepro-forma de péptidos endégenos de péptidos de rata de secretagogo

del hormona del crecimiento

<400> 4

Met

Trp

Gln

Gln

Ala

65

Asp

Ala

val

Met

Lys

Pro

50

Glu

val

Leau

Ser

Asp

Ala

35

Arg

Glu

Gly

Gly

Ala Pro Ala

<210> 5
<211> 117
<212> PRT

<213> Homo sapiens

115

Ser

Mot

20

Gln

Ala

Ala

Ile

Lys

100
Asn

Ala

Gln

Leu

Glu

Lys

85

Phe

Lys

Thr Ile

Met Ala

Arg Lys

Glu Gly

55

Glu Glu
70

Leu Ser

Leu Gln

Cys

Gly

Glu
40
Trp

Leu

Gly

Asp

Ser Leu
10

Ser Ser

25

Ser Lys

Leu His

Glu Ile

Ala Gln

90

Ile Leu
105

Leu

Phe

Lys

Pro

Arg

75

Tyr

Trp

Leu

Leu

Pro

Glu

60

Phe

Gin

Glu

Leu

Ser

Pro

45

Asp

Asn

Gln

Glu

Ser
Pro
30

Ala

Arg

His

val
110

Met
15
Glu

Lys

Gly

Pro

Gly

a5
Lys

Leu

His

Leu

Gln

Phe
80

Glu

<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos endégenos humanos de secretagogo de hormona

del crecimiento
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<400> 5

Met

Trp

Gln

Gln

Ala

65

Agp

Ala

Ala

<210> 6
<211> 501
<212> ADNCc

Pro Ser Pro Gly

5

Leu Asp Leu Ala
20

Arg Val Gln Gln

35

Pro Arg Ala Leu
50 '

Glu Gly Ala Giu

Val Gly Ile Lys
85
Leu Gly Lys Phe
100
Pro Ala Asp Lys
11s

<213> Rattus norvegicus

<220>
<221> CDS

<222> (31)...(381)

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos enddgenos de rata de secretagogo de

hormona del crecimiento

ES 2335235 T3

The

Met

Arg

Ala

Asp

70

Leu

Leu

val Cys Ser

Ala Gly Ser
25
Lys Glu Sex
40
Gly Trp Leu
55
Glu Leu Glu

Ser Gly val

Glin Asp Ile
105

Leu

io

Ser

Lys

Arg

Val

Gin

90

Leu

Lau

Phe

Lys

Pro

Arg

75

Tyxr

Trp

Leu

Leu

Pro

Glu

60

Pha

Glin

Glu

Leu

Ser

Pro

45

Asp

Asn

Gln

Glua

Gly
Pro

30
Ala

Gly

Ala

His.

Ala
110

Met
15
Glu
Lys
Gly
Pro
Ser

95
Lys

Leu

His

Leu

Gln

Phe

80

Gln

Glu
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<400> 6

ES 2335235 T3

tccagatcat ctgtcctcac caccaaggcc atg gtg tct teca geg act
Met Val Ser Ser Ala Thr

atc tge
Ile Cys

gca ggt
Ala Gly

aag gaa
Lys Glu
40
ggc tgg
Gly Trp
55
gag ctg
Glu Leu

tca gga
Ser Gly

cag gat
Gln Asp

agt
Ser

tce
Ser
25
tce
Sexr

cte
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

atc
Ile
105

ttg cta ctc
Leu Leu Leu
10

agce ttc ttg
Ser Phe Leu

aag aag cca

Lys Lys Pro

cac cca gag

His Pro Glu
60

atc agg tte

Ile Arg Phe

75

cag tac cag

Gln Tyr Gln

90

cte tgg gaa

Leu Trp Glu

cte

Leu

agc

Ser

cca
Pro
45
gac
Asp

aat

Asn

cag
Gln

gag
Glu

agce

Sear

cca
Pro
30
get
Ala

aga

gct

Ala

cat
His

gtc
val
110

atg
Met

15
gag
Glu

aaa

Lys

gga
Gly

cce

Pxo

gge
Gly

95
aaa

Lys

1

ctc

Leu

cac

His

ctg

Leu

caa
Gln

tte
Phe
80

cgg
Arg

gag
Glu

tgg
Trp

cag
Gln

cag
Gln

gca
Ala
65
gat
Asp

gece
Ala

gcyg
Ala

atg
Met

aaa

Lys

cca
Pro

50
gaa
Glua

gtt
val

ctyg
Len

cca

Pro

gac

Asp

gee
Ala
35

cga
Arg

gag
Glu

age
Gly

gga
Gly

gct
Ala
1158

5

atg
Met
20
cayg
Gln

get
Ala

gca
Ala

atc
Ile

aag
Lys

100
aac

Asn

gce
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glua

aag
Lys
85
ttt
Phe

aag

Lys

atg
Met

aga
Arg

gaa
Glu

gag
Glu

70
ctyg
Leu

ctt
Leu

taaccactga caggactggt ccctgtactt tecctcctaag caagaactca catccagett

ctgoctecte tgcaactece agecactetec tgotgactta caaataaatyg ttcaagetgt

<210>7

<211> 511
<212> ADN
<220>

<221> CDS
<222> (34)...(384)

<213> Homo sapiens

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos enddgenos humanos de secretagogo

de hormona del crecimiento

48

96

144

192

240

288

336

381

441
501
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ES 2335235 T3

<400> 7
gcaggeccac ctgtcetgcaa cccagetgag gec atg cec teo coa
Met Pro Ser Pro
1

ggg acc gtc tge age cte c¢tg cte cte gge atg cte tgg ¢tg gac ttg
Gly Thr Val Cys Ser Leu Leu Leu Leu Gly Met Leu Trp Leu Asp Leu

5 10 15 20
gec atg geca ggc tec age tte ctg age cot gaa cac cag aga gtc cag
Ala Het‘Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gin

25 30 35
cag aga aag gag tcg aag aag cca cca gocc aag oty cag ccc cga got
Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg Ala
40 45 50
cta gca ggc tgg ctc cge cecg gaa gat gga ggt caa gca gaa ggg goa
Leu Ala Gly Trp Leu Arg Pro Glu Asp Gly Gly Gln Ala Glu Gly Ala
55 60 65
gag gat gaa ctg gaa gtc cgg ttc aac gec cce ttt gat gtt gga ateo
Glu Asp Glu Leu Glu Val Arg Phe Asn Ala Pro Phe Asp Val Gly 1le
70 75 8¢
aag ctg tca ggg gtt cag tac cag cag cac agce cag gcc ctg ggg aag
Lys Leu Ser Gly Val Gln Tyr Gin Gln His Ser Gln Ala Leu Gly Lys
85 90 95 100
ttt ctt cag gac atc ctc tgg gaa gag gcc aaa gag gec cca goc gac
Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Ala Lys Glu Ala Pro Ala Asp
105 ilo 115

aag tgatcgccca caagccttac tcacctotet ctaagtttag aagcgctcat

Lys

ctggctitic gettgettot gocagcaactc ccacgactgt tgtacaaget caggaggega

ataaatgttc aaactgt

<210> 8

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<223> Secuencia aminoacidica para una region central de péptidos endégenos de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 8
Gly Ser Ser Phe
1
<210>9
<211> 10

<212> PRT

45

33

141

is9

237

285

333

sl

434

494
511
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ES 2335235 T3

<213> Secuencia Artificial
<223> Secuencia aminoacidica para una region central de péptidos endégenos de secretagogo de hormona
del crecimiento

<400> 9

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln
1 -3 10

<210> 10

<211>27

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos end6genos de rata (27 aminoécidos) de secretagogo de hormona
del crecimiento

<400> 10

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys Glu

1 5 10 is
Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25
<210> 11
<211> 27
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos enddgenos de rata (27 aminoacidos) de secretagogo de hormona
del crecimiento

<400> 11

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Arg Lys Glu

1 5 10 is
Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25
<210> 12
<211> 116
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<223> Secuencia aminoacidica para una prepro-forma de péptidos enddgenos de rata (27 aminoécidos) de
secretagogo de hormona del crecimiento
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<400> 12

<210> 13

Met Val
1
Txp Met

Gln Lys

Pro Arg

50

Glu Glu
65

Val Gly

Leu Gly

Pro Ala

<211>116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<223> Secuencia aminoacidica para una prepro-forma de péptidos endégenos humanos (27 aminodcidos) de

Ser

Asp

Ala

35

Ala

Ala

Ile

Lys

Asn
115

Ser Ala

Met Ala

20

Gin Arg

Leu Glu

Glu

Glu

Lys Leu

Phe
100
Lys

85
Leu

ES 2335235 T3

Thr

Met

Lys.

Gly

Glu

70

Sex

Gln

Ile

Ala

Glu

txrp
55

Leu

Gly

Asp

secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 13

Met Pro Ser Pro

i
Trp Leu

Gln Arg

Pro Axrg

Glu Gly

65

val Gly

Leu Gly

Pro Ala

Asp

val

35

Ala

Ala

Ile

Lys

Asp
118

Leu
20
Gln

Leu

Glu

Lys

Phe

100
Lys

Gly

5

Ala

Arg

Ala

Asp

Leu

85
Leu

Thr

Met

Lys

Gly

Glu

70

Sex

Gln

val

Ala

Glu

Trp
55
Leu

Gly

Asp

Cys
Gly
Ser
40
Leu
Glu

Ala

Ile

Cys
Gly
Ser

40
Leu
Glu

val

Ile

Serxr

Sex

25

Lys

His

Ile

Gln

Leu
105

Ser

Ser

25

Lys

Arg

Vval

Gln

Leu
1085

Leu

10
Ser
Lys
Pro
Arg
Tyx

90
Trp

Leu

10

Ser

Lys

Pro

Arg

Tyr

90
Trp

Leu

Phe

Pro

Glu

Phe

75

Gln

Glu

Leu

Phe

Pro

Glu

Phe

75

Gin

Glua

Leu

Leu

Pro

Asp

€0

Asn

Gln

Glu

Leu

Leu

Pro

Asp

60

Asn

Gln

Glua

Leu

Ser

Ala

45

Arg

Ala

His

Val

Leu

Ser

Ala
45

Gly
Ala

His

Ala

Ser

Pro

30

Lys

Gly

Pro

Gly

Lys
110

30
Lys

Gly

Pro

Serxr

Lys

110

Gly

Pro

Met

1s

Gla

Leu

Gln

Phe

95
Glu

15

Leu

His

Gln

Ala

Asp

80

Ala

Ala

Met Leu

Glu His

Leu Gln

95

Gln Ala

Phe Asp

80

Gln Ala

Glu Ala



ES 2335235 T3

<210> 14

<211> 498

<212> ADNc

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> CDS

<222> (31)...(378)

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos de rata (27 aminoacidos)

de secretagogo de hormona del crecimiento

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 14

tccagatcat ctgtcctcac caccaaggcc atg gtg tet tca geg act
Met Val Ser Ser Ala Thr

atc agt

Ile

tgc
Cys Ser
gca tce

Ala

ggt
Gly Ser

25
gaa tcco

Glu

aag
Ser
40

cte

Lys

cac
His

tgg
Trp

55
oty

Leu

ate
Ile

gaa
Leu Glu
get
Ala

cag
Gln

gga
Gly
gat atc ctc
Asp Ile Leu

108

ttg

Leu
10

agc

Ser

aag

Lys

coa
Pro

agg
Arg

tac
Tyx
90

tgg
Trp

cta

Leu

tte
Phe

cCi

Pro

gag
Glu

tte
Phe
75
cag
Gln

gaa
Glu

1

5

cte ctc age atg cto tgg atg gac atyg gecc atg
Leu Leu Ser Met Leu Trp Met Asp Met Ala Met

1s

20

ttg agc cca gag cac cag aaa gcc cag aga aag
Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Ala Gln Arg Lys

cca

Pro

gac
Asp
60
aat
Asn

cag
Gln

gag
Glu

gcot
Ala
45
aga
Arg

get
Ala

cat
His

gtc
vVal

30

aaa
Lys

gga
Gly

cca

Pro

gge
Gly

aaa
Lys
110

taaccactga caggactggt coctgtactt

atg cag cca cga

Leu

caa
Gln

tte
Phe

cgg
Arg

95
gad
Glu

Gln Pro
gaa
Glu

65
gtt
Val

gca
Ala

gat
Asp
80

goo
Ala

cty
Leu

gecg coa

Ala Pro

Arg

50
gag
Glu

ggc
Gly

gga
Gly

gct
Ala

35
gct
Ala

gca
Ala

atc
Ile

aag

Lys

aac
Asn
115

ctg gaa ggc
Leu Glu Gly

gag gag gag

Glu Glu Glu
70

aag ctg tca

Lys Leu Serxr

85

ttt ctt cag

Phe -Leu Gln

100

aag

Lys

tectectaag caagaactoa catecagett

ctgeotecte tgeaacteoe ageactetor tgotgactta caaataaatyg ttecaagetgt

<210> 15
<211> 508
<212> ADN

<220>

<221> CDS

<222> (3

4)..(381)

48

96

144

192

240

288

338

378

438
498
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<213> Homo sapiens

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos humanos (27 aminodcidos)

ES 2335235 T3

de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 15

geaggeccage ctgtectgecaa cccagotgag goc atg ccoco tce cea

ace
Thr

ggg
Gly

gee
Ala

atg
Mat
aga aag

Lys

gca
Ala

ggc
Gly
gat gaa
Glu
70
tca

Asp

ctg
Leu Ser
85
ctt cag

Leu Gln

Met Pro Ser Pro

1

gtc tge eage cto ctyg cte cte gge atg cte tgg

Val Cys Ser Leu

bR

geca gygc toc age
Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His

25
gag tcg

Glu

aag

Ser
40

ctec

Lys

cgce
Arg

tgg

Trp
55

ctg

Leu

gaa
Glu

gte
Leu val
gtt
val

cag
Gin

999
Gly
atc ctc
Ile

gac
Asp Leu

105

aag

Lys

ccg

Pro

cgg
Arg

tac
Tyr
20
tgg
Trp

Leu Leu Leu Gly Met Leu

15

tte ctg age cct gaa cac

cca

Pro

gaa
Glu

tte
Phe
75
cag
Gln

gaa
Glu

cca

Pro

gat
Asp

60
aac

Asn

cag
Gln

gag
Glu

gece
Ala

45
gga
Gly

gec
Ala

cac
His

gee
Ala

30
aag
Lys

ggt
Gly

ccc

Pro

agce

Ser

aaa
Lys
110

ctg cag
Leu Gln

caa gca
Gin Ala

ttt gat
Phe Asp
80
cag gce
Gln Ala
95
gag gce
Glu Ala

Trp

cag
Gln

cce

Pro

gaa
Gliu

65
gtt
val

ctg

Leu

cca

Pro

ctg gac ttg

Leu Asp Leu
20

aga gte cag

Arg Val Gin

35

cga gct cta

Arg Ala Leu

50

999 gca gag

Gly Ala Glu

gga atc aag
Gly Ile Lys

ggg aag ttt

Gly Lys Phe

100

gcc gac aag

Ala Asp Lys
115

tgatcgeecca caagocttac tcacctctet ctaagtttag aagcgcteat

ctggettttc gottgettct gocagecaacte ccacgactgt tgtacaaget caggaggcga

ataaatgttc aaactgt

<210> 16
<211> 28
<212> PRT

<213> Sus scrofa (cerdo)
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos end6genos porcinos de secretagogo de hormona del crecimiento

45

93

141

189

237

285

333

381

431

491
508
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<400> 16

ES 2335235 T3

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln Gln Arg Lys

1

Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg

<210> 17
<211> 27
<212> PRT

<213> Sus scrofa (cerdo)
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos porcinos (27 aminodcidos) de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 17

5

20

25

1o

1s

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln Arg Lys Glu

1

5

190

Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg
20

<210> 18
<211> 118
<212> PRT

<213> Sus scrofa (cerdo)
<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos endégenos porcinos de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 18
Met

Leu

His

Leu

Glu

65

Cys

Gln

Glu

Pro

Met

Gln

Lys

50

val

Asp

Pro

Ala

Ser

Ala

Lys

35

Pro

Glu

Val

Leu

Pro
115

Thr Gly
5

Asp Leu

20

Val Gln

Arg Ala

Gly Thr

Gly Ile
85
Gly Lys
100
Ala Asp

Thr

Ala

Gln

Leu

Gla

70

Lys

Phe

Lys

¥le

Met

Arg

Glu

55

Asp

Leu

Leu

Cys

Ala

Lys

40

Gly

Lys

Ser

Gln

10

25

Ser
Gly

25
Glu

Trp

Leu

Gly

Asp
lo0s

Leu

10

Ser

Ser

Leu

Glu

Ala

90
Ile

Leu

Ser

Lys

Gly

Ile

75

Gln

Leu

Leu

Phe

Lys

Pro

60

Arg

Ser

Trp

Leu

Leu

Pro

45

Glu

Phe

Asp

Glu

15

Sexr vVal
1s

Sar Pro

30

Ala Ala

Asp Ser

Asn Ala

Gln His

a5

Giu val
110

Leun

Glu

Lys

Gly

Pro

80

Gly

Thr
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ES 2335235 T3

<210> 19

211> 117

<212> PRT

<213> Sus scrofa (cerdo)

<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos endégenos porcinos (27 aminodcidos) de secretagogo
de hormona del crecimiento.

<400> 19

Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu Ser Val Leu

i 5 10 1s
Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu
20 25 30
His Gln Lys Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys
35 40 45
Leu Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu Asp Ser Gly
50 55 60
Glu Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe Asn Ala Pro
65 70 75 80
Cys Asp Val Gly Ile Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp Gln His Gly
85 90 95
Gln Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu Glu Val Thr
100 105 110
Glu Ala Pro Ala Asp Lys
115
<210> 20
<211> 494
<212> ADN
<220>
<221> CDS

<222>(9)..(362)
<213> Sus scrofa (cerdo)
<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos porcinos de secretagogo

de hormona del crecimiento

<400> 20

ctgaggec atg cec tec acg ggg ace att tge age ctg ctg cte cte 47
Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu
1 S 10
agc gtyg ctc ctc atg gca gac ttg gec atg geg gge tec age ttc ttg 95

11
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ES 2335235 T3

Ser Val Leu Leu Met Ala Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu
i5 20 25
age occ gaa cac ¢ag aaa gtg cag cag aga aag gag tcc aag aag cca
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gin Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro
30 35 40 45
gca gcc aaa ctg aag cCc cgg gec ctyg gaa ggec tyg ctc gge cca gaa
Ala Ala Lys Leu Lys Pro Arg Ala Leu Glu Gly Trp Leu Gly Pro Glu
50 55 60
gac agt gyt gag gty gaa ggc acg dag gac aag ctg gaa atc cgyg ttc
Asp Ser Gly Glu Val Glu Gly Thr Glu Asp Lys Leu Glu Ile Arg Phe
65 70 78
aac gcc cce tgt gat gtt ggg ate aag ttg tca ggg get cag tec gac
Asn Ala Pro Cys asp Val Gly JTle Lys Leu Ser Gly Ala Gln Ser Asp
80 8BS S0
cag cac ggce cag ccc ctg ggy aaa ttt ctc cag gac ate cte tgg gaa
Gln His Gly Gln Pro Leu Gly Lys Phe Leu Gln Asp Ile Leu Trp Glu
95 100 105
gag gtc act gag gcc ccg gee gac aag tgattgtcocc tgagaccage
Glu Val Thyr Glu ala Pro Ala Asp Lys
110 ' 11s

cacctetgtt ctoccageet cctaagygget cacetggott ccaggacgot tecactatca
cacccagcetc tgagggatge tagectggga ggtgaataaa cattcagact gg

<210> 21

<211> 491

<212> ADN

<220>

<221> CDS
<222>(9)...(359)

<213> Sus scrofa (cerdo)

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos porcinos (27 aminodcidos)

de secretagogo de hormona del crecimiento

12

143

i91

239

287

335

382

442
494
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<400> 21

ES 2335235 T3

ctgaggec atg cec tcc acg ggg ace att tge age ctg ctg cte cte
Met Pro Ser Thr Gly Thr Ile Cys Ser Leu Leu Leu Leu

agc

Ser

agc
Ser

30
gce
Ala

agt
Ser

gcc

Ala

cac
His

gtc
val
110

gtg
val

15
cce

Pro

aaa

Lys

ggt
Gly

cce

Pro

gge
Gly
95

act
Thr

1
ctc

Leu

gaa
Glu

ctg
Leu

gag
Glu

tgt
Cys
80
cag
Gln

gag
Glu

ctc

Leu

cac
His

aag
Lys

gtg
val
65
gat
Asp

cce

Pro

gcc
Ala

atg
Met

cag
Gln

cce
Pro
50
gaa
Glu

gtt
val

ctg
Leu

ccg
Pro

gca
Ala

aaa
Lys
35
cgg
Arg

gge
Gly

999
Gly

999
Gly

gcec
Ala
115

$
gac
Asp
20
gtg
val

gcc
Ala

acg
Thr

atc
Ile

aaa
Lys
100

gac
Asp

ttg

Leu

cag
Gln

ctg

Leu

gag
Glu

aag
Lys
85
ttt
Phe

aag
Lys

gec

Ala

aga
Arg

gaa
Glu

gac
Asp

70
ttg

Leu

ctc

Leu

atg
Met

aag
Lys

ggc
Gly

55
aag
Lys

tca

Ser

cag
Gln

gcg
Ala

gag
Glu
40
tgg
xp

ctg

Leu

999
Gly

gac
AsSp

10
gge
Gly

25
tce

Ser

cte
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

ate
Ile
105

tcec agce

Ser Ser

aag aag
Lys Lys

ggc cca
Gly Pro

ate cgg
Ile Arg
75
cag tcc
G1ln Ser
90
cte tgg
Leu Trp

tgattgtcee tgagaccagce

ttc ttg
Phe Leu

cca gca
Pro Ala
45
gaa gac
Glu Asp
60
ttc aac
Phe Asn

gac cag
Asp Gln

gaa gag
Glu Glu

47

95

143

131

239

287

33s

379

cacctctgtt ctecoagect cctaaggget cacctggett ccaggacget tecactatca

cacccagctce tgagggatgo tagcctggga ggtgaataaa cattcagact gg

<210> 22
<211> 27
<212> PRT

<213> Bos taurus
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos enddgenos bovinos (27 aminodcidos) de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 22

439
491

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Glu Leu Gln Arg Lys Glu

1

5

i¢

Ala Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
20

<210> 23

13

25

15
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<211> 89
<212> PRT
<213> Bos taurus

ES 2335235 T3

<223> Secuencia aminoacidica parcial para una prepro-forma de péptidos endégenos bovinos (27 aminoédcidos)
de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 23

<210> 24
<211> 26

Asp
1
Leu

Thr

Ala

Ile

65
Lys

7

<212> ADN

<220>

<221> CDS
<222> (1)...(267)
<213> Bos taurus

Leu

Gln

Leu

Glu
50
Lys

Phe

Ala Met

Arg Lys
20

Glu Gly

35

Asp Glu

Leu Ala

L.eu Gln

Ala Gly
5
Glu Ala

Gln Phe
Leu Glu
Gly Ala

70

Asp Ile
85

Ser Ser Phe Leu Ser
10
Lys Lys Pro Ser Gly

25
Asp Phe Glu Val Gly
40
ITle Arg Phe Asn Ala
55
Gln Ser Leu Gln His
75
Leu Trp Glu

Pro Glu His Gln Glu
15
Arg lLeu Lys Pro Arg

30
Ser Gln Ala Glu Gly
45
Phe Phe Asn Ile Gly
60
Gly Gln Thr Leu Gly
80

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos bovinos (27 aminodcidos)

de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 24

gac ttg gco atg gcg ggce tcc age ttt ctg agc cc¢ gaa cat cag gaa 48
Asp Leu Ala Met Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Glu

14
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otg

Leu

ace

Thx

gca
Ala

ate
Ile

€5
aag

Lys

<210> 25
<211>24
<212> PRT

cag
Gln

ctg
Leu

gag
Glu
50

aag
Lys

ttk
Phe

aga
Arg

gaa

Glu
35
gac

Asp

cta

Leu

ctt
Leu

<213> Gallus domesticus
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos de pollo de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 25

5

aag gaa

Lys
20
ag¢
Gly

gag
Glu

gca
Ala

cag
Gln

Glu

cag
Gln

ctg
Leu

agg
Gly

gac
Asp
85

gct
Ala

Tttt
Phe

gaa
Clu

get
Ala
70
ate
Ile

ES 2335235 T3

aag
Lys

gac

Asp

atc
Ile
55
cag
Gln

cte

Leu

aag
Lys

ccg
Phe
40
cgyg
Axg

tce
Ser

tgg
Trp

cca
Pro

25
gag
Glu

tte
Phe

cte
Leu

gaa
Gln

10
tca
Ser

gtg
val

agc

Asn

cag
Gln

gge aga
Gly Axg

gga agt
Gly Ser

gee ccc
Ala Phe

60
cat ggc
His Gly
75

ctg

Leu

cag
Gln

45
ttt
Phe

cag
Gln

aag
Lys
30
gcg
Ala

aac

Asn

acy
Thr

15
ccc cag 96
Pro Arg

gaa ggt 144
Glu Gly

att ggg 192
1le Gly

ttg ggg 240
Leu Gly
80

267

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Thr Tyr Lys Asn Ile Gln Gln Gln Lys

1

S

Gly Thr Arg lys Pro Thr Ala Arg
20 .

<210> 26
<211> 21
<212> PRT

<213> Anguilla japonica

<220>

<221> AMIDACION

<222> 21

10

15

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos de anguila de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 26

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gin Arg Pro Gln Gly Lys Asp Lys

1

5

Lys Pro Pro Arg val
20

15

10

15
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ES 2335235 T3

<210> 27

<211> 28

<212> PRT

<213> Rana cafesbeiana

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos de rana de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 27

Gly lLeu Ser Phe Leu Ser Pro Ala Glu Met Gln Lys Ile Ala Glu Arg

1 ] 10 15
Gln Ser Gln Asn Lys Leu Arg His Gly Asn Met Arg
20 25
<210> 28
<211> 27
<212> PRT

<213> Xenopus laevis
<223 Secuencia aminoacidica para péptidos endégenos de rana (Xenopus laevis) de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 28

Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala Asp Met Gln Lys Ile Ala Glu Arg
1 5 10 15
Gln Ser Gln Asn Lys Leu Axrg His Gly Asn Met
20 25

<210> 29
<211>23
<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss
<220>

<221> AMIDACION

<222>123

<223> Secuencia aminoacidica para péptidos end6genos de trucha arco iris (23 aminoacidos) de secretagogo
de hormona del crecimiento

<400> 29

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Val Arg Glan Gly
1 5 10 15
Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val
20

<210> 30

<211> 20

<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss
<220>

<221> AMIDACION

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335235 T3

<222>20
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos enddgenos de trucha arco iris (20 aminodcidos) de secretagogo

de hormona del crecimiento

<400> 30

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln Lys Pro Gln Gly Lys Gly Lys

1 5 io 15
Pro Pro Arg Val
20

<210> 31
<211>28
<212> PRT

<213> Canis familiaris
<223> Secuencia aminoacidica para péptidos end6genos de perro de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 31

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Leu Gln Gln Arg Lys

1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
20 25
<210> 32
<211> 108
<212> PRT

<213> Anguilla japonica
<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos enddgenos de anguila de secretagogo de

hormona del crecimiento

<400> 32

Met Lys Arg Thr Ala Tyr Ile Ile Leu Leu Val Cys Val Leu Ala Leu
1 5 10 15
Trp Met Asp Ser Val Gln Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser Gln
20 25 30
Arg Pro Gln Gly Lys Asp Lys Lys Pxo Pro Arg Val Gly Arg Arg Asp
35 40 45
Ser Asp Gly Ile Leu Asp Leu Phe Met Arg Pro Pro Leu Gln Asp Glu
50 55 60
Asp Ile Arg His Ile Thr Phe Asn Thr Pro Phe Glu Ile Gly Ile Thr
65 70 75 80
Met Thr Glu Glu Leu Phe Gln Gln Tyr Gly Glu vVal Met Gln Lys Ile
B85 90 95
Met Gln Asp Leu Leu Met Asp Thr Pro Ala Lys Glu
100 105

17
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ES 2335235 T3

<210> 33

211> 114

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<223> Secuencia aminoacidica de péptidos endogenos de rana (Xenopus laevis) de secretagogo de hormona

del crecimiento

<400> 33

Met Asn Phe Gly Lys Ala Ala Ile Phe Gly Val Val Leu Phe Cys Leu
1 5 io 15
Leu Trp Thr Glu Gly Ala Gln Ala Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala
20 28 30
Asp Met Gln Lys Ile Ala Glu Arg Gln Ser Gln Asn Lys Leu Arg His

35 40 45

Gly Asn Met Asn Arg Arg Gly Val Glu Asp Asp Leu Ala Gly Glu Glu
50 55 60
Ile Gly Val Thr Phe Pro Leu Asp Met Lys Met Thr Gln Glu Gln Phe
&5 70 75 80
Gln Lys Gln Arg Ala Ala Val Gln Asp Phe Leu Tyr Ser Ser Leu Leu
85 90 95
Ser Leu Gly Ser Val Gln Asp Thr Glu Asp Lys Asn Glu Asn Pro Gln
A 100 105 110
Ser Gln

<210> 34

<211> 82

<212> PRT

<213> Oncorhynchus mykiss

<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos endégenos de trucha arco iris (23 aminodcidos)
de secretagogo de hormona del crecimiento

18
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<400> 34
Mat
1
Ala

Gly

Ala

Ile
65
Gln

<210> 35
<211>99
<212> PRT

Ile Leu Meat

Gly Ser

Lys Gly
35

Glu Leu

50

Lys Ala

Glu

Ser
20
Lys

Phe

Pro

<213> Oncorhynchus mykiss
<223> Secuencia aminoacidica para la prepro-forma de péptidos endégenos de trucha arco iris (20 aminoécidos)

ES 2335235 T3

Leu Cys Thr Leu

5
Phe

Pro

Leu Ser Pro

Pro Arg Val

40

Glu Gly Pro Leu

£he

55

Glu Met Gly

70

de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 35
Met
1
Aia

Lys

Phe

Pro
65
Gly

Thr

<210> 36
<211> 503
<212> ADN
<220>
<221> CDS

Ile Leu

Gly Ser

Pro Pro
35

Glu Gly

50

Phe Glu

Ala Val

‘Ala Glu

<222> (66)...(389)
<213> Anguilla japonica

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos de anguila de secretagogo

Met

Serxr

20

Pro

Met

Leu

Leu

Phe

val

Leu

Gly

Gln
85

de hormona del crecimiento

Cys

Leu

Gly

His

Ile

70
Lys

Thr Leu
Sexr Pro
Arg Arg

40
Gln Glu
55

Thr Met

Ile Leu

19

Ala
Ser

25
Gly

His

Ile

Ala

Ser

25

Asp

Asp

Serx

Gin

Leu
10
Gln

ArTg

Trp Ala Lys Sexr Val

Lys

Pro Gln

Arg Asp Ile

45

Gln Glu Asp Lys

Thr

Leu

10

Gln

Ile

Lys

Glu

Asp
90

Met
15

TR

Lys

Glu

His

Glu

75
val

60
Ser Glu

Ala Lys

Pro Gln

Ser Phe
45

Asn Thr

60

Glu Phe

Leu Gly

val
30
Glu

His

Glu

Ser

Gly

30

Ala

Ile

Gln

Asp

15
Arg

Ser

Asn

Glu

Val
15
Lys

Glu

Lys

Glu

Thr
95

Serxr

Gln

Phe

Thr

Phe
80

Ser

Gly

Leu

Ala

Tyr

80
Ala
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<400> 36

ES 2335235 T3

tccaagagge actgggtttc ctcttaaagt gcaaaactcc actgtgaget tcagacatga 60

ggcag atg aaa cgc acc gca tac ate atc ctg ctg gtc tge gte ctg
Met Lys Arg Thr Ala Tyr Ile Ile Leu Leu Val Cys Val Leu

gcg
Ala
15

tca

Ser

cga

Axg

gat
Asp

atc
Iie

aag
Lys
95

ctg
Leu

cag

Gln

gac
Asp

gaa
Glu

ace
Thr
80

atc
Ile

1

tgg
Trp

aga

Arg

tca

Ser

gac
Asp
65
atg
Met

atg
Met

atg
Met

ccg

Pro

gat
ASp
50
atc
Ile

act
Thr

cag
Gln

5 10
gac tct gtc cag geot gge tee age tte cte age coo
Asp Ser Val Gln Ala Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro
20 25 30
cag ggg aag gat aag aag cct ccc agg gtt gge aga

Gln Gly Lys Asp Lys Lys Pro Pro Arg Val Gly Arg

35 40 45

ggg atc ctg gac ctg ttt atg agg ccc cca ttg cag

Gly Ile Leu Asp Leu Phe Met Arg Pro Pro Leu Gln
55 60

aga cac att acg ttt aac act cct ttt gag atc ggg

Arg His Ile Thr Phe Asn Thr Pro Phe Glu Ile Gly

70 75
gag gag ctg ttc cag caa tat gga gaa gtg atg cag
Gluy Glu Leu Phe Gln Gln Tyr Gly Glu Val Mat Gln
85 90
gat ttg ctg atg gac aca cct gcc aaa gag
Asp Leu Leu Met Asp Thr Pro Ala Lys Glu
100 108

tgacaagagt ggatatgatc tggacttcat aaaaccctge gtcccatata ttcocctgcatt

attgcatgca taattcaacc aattgttaaa catttaataa aattttgcaa acgce

<210> 37
<211> 484
<212> ADN
<220>
<221> CDS

<222> (47)...(388)
<213> Xenopus laevis

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos endégenos de rana (Xenopus laevis) de

secretagogo de hormona del crecimiento

20

107

155

203

251

299

347

389

449
503
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<400> 37

ES 2335235 T3

tttcactttt atctcgcagg cggcacecggt gaccaggace ttcagg

atg aat ttt ggt aaa gcc gcc atc ttt ggg gtt gtc ttg ttc tge ctg
Met Asn Phe Gly Lys Ala Ala Ile Phe Gly Val Val Len Phe Cys Leu

1

5

10

i5

ctg tgg acg gag ggg gcc cag gct gge ttg ace trc ctg agt cca gee
Leu Trp Thr Glu Gly Ala Gln Ala Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala

gac

AsSp

gge
Gly

atc
Ile

65
cag
Gln

tot
Ser

age

Ser

atg
Met

aat
Asn
50

999
Gly

nag
Lys

cte

Leu

caa
Gin

cag
Gln
35
atg
Met

gtg
val

cag
Gin

gg9g9
Gly

20

aag

Lys

aat

Asn

ace

agg

Arg

tca

Ser

100

att
Ile

cge
Arg

ttec
Phe

gcet
Ala
8s
gtg
Val

gcg
Ala

agg
Arg

cet
Pro
70
gcg
Ala

cag
Gln

gag
Glu

ggt
Gly
55
ctg
Leu

gtg
Vval

gat
Asp

agg
Arg
40
gtg
Val

gat
Asp

cag
Gln

aca
Thr

25

caa
GIn

gag
Glu

atg
Met

gac
Asp

gaa
Glu
105

tca

Ser

gat
Asp

aag
Lys

tte
Phe

90
gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

atg
Met

75
ctyg

Leu

aag
Lys

aat

Asn

ctyg
Leu

60
acg
Thr

tac

Tyr

aat
aAsn

aag
Lys
45

gce
Ala

cag
Gln

tce

Ser

gaa
Glu

tgagaatgat gaaaatccgc tcgtctetga tgcceetecce

gtctttatta tctetgtgta acccagaaat aaatcttatt tatgge

<210> 38
<211> 462
<212> ADN
<220>
<221> CDS

<222> (12)...(257)
<213> Oncorhynchus mykiss

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos enddégenos de trucha arco iris (23

aminodcidos) de secretagogo de hormona del crecimiento

21

30

ctg aga cac

Leu Arg His

ggg dag gag
Gly Glu Glu

gag cag tte
Glu Gln Phe
8o
tec cte cte
Ser Leu.-Lesu
95

aat cct cag
Asn Pro Gln
110
cgatctgtgt

46

94

142

190

238

286

334

382

438

484
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<400> 38

ES 2335235 T3

tcacaggtet ¢ atg ata ctg atg ctg tgt act ctg get ctg tgg gece
Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala

1

5

aag tca gtc agt get gge tec age tte

Lys Ser Val Ser Ala Gly Ser Ser Phe

cag
Gln

att
Ile

45
aaa

Lys

gag
Glu

gta
val
30

gag
Glu

cac
His

gag
Glu

15
aga cag
Arg Gln

agc ttt
Ser Phe

aat acg
Asn Thr

gag ttc
Glu Phe
80

ggt
Gly

gct
Ala

atc
Ile
65
cag
Gln

20
aaa ggg aag ccc
Lys Gly Lys Pro
35

gag ctg ttt gag
Glu Leu Phe Glu
$0

aag got cct ttt
Lys Ala Pro Phe

gag tatggtgceg tgctgcagaa gatcctgcag

Glu

10

ctc age ¢cc tcc cag aaa cea

Leu

cct

Pro

ggt
Gly

gag
Glu
70

Ser

cga
Arg

cce
Pro
55
atg
Met

Pro

gtet
Val

40
ctt

Leu

ggc
Gly

Ser Gln

25

gagt cgg
Gly Arg

cac cag
His Gln

atc aca
Ile Thr

Lys Pro

cga gac
Arg Asp

gaa gac
Glu Asp

60
atg agt
Met Ser
75

47

98

143

181

239

287

gacgtcctgg gagacactgc cactgcagaa tgatcacaac ttggcataga cacggaatac 347

aaagaaccte cattccctgt tectccaactt tcoctttcteca acttgtectta tacccaatgt 407

actgtgtgaa catcgtttga attgtaaaag atgaataaaa taaccgcggce cgcta

<210> 39
<211>453
<212> ADN
<220>
<221> CDS

<222> (12)...(308)
<213> Oncorhynchus mykiss

<223> Secuencia de bases de ADNc que codifica la prepro-forma de péptidos enddégenos de trucha arco iris (20

aminodcidos) de secretagogo de hormona del crecimiento

<400> 39

tcacaggtct c atg ata ctg atg ctg tgt act ctg gct ctg tgg gce
Met Ile Leu Met Leu Cys Thr Leu Ala Leu Trp Ala

b3

5

aag tca gtc agt gct ggc tcc age tte
Lys Ser Val Ser Ala Gly Ser Ser Phe

15

20

cag ggt aaa ggg aag ccc cct cga gtt
Gln Gly Lys Gly Lys Pro Pro Arg Val

22

10

cte age ccc tcc cag

Leu Ser Pro Ser Gln

25

ggt cgg cga gac att
Gly Arg Arg Asp 1le

aaa cca
Lys Pro

gag agc
Glu Ser

462

A7

95

143
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30
tet get gag ctg
Phe Ala Glu Leu
45
acg atc aag gct
Thr Ile Lys Ala

tte cag gayg tat

Phe Gln Glu Tyr

80

gga gac act gcc

Gly Asp Thr Ala
95

ttt
Phe

cct
Pro
65
ggt
Gly

act
Thr

ES 2335235 T3

35
gag ggt
Glu Gly
50
ttt gag
Phe Glu

gce gtg
Ala val

gca-gaa
Ala Glu

cce ctit

Pro Leu

atg gge
Met Gly

ctg cag

Leu Gln

as

cac

ate
1le
70

aag

Lys

cag
Gln
55
acc
Thr

atc
Ile

40
gaa
Glu

atyg
Met

ctg

Leu

gac

Asp

agt

Serxr

cag
Gln

aaa

Lys

gag
Glu

gac
Asp
80

cac aat
His Asn
60
gag gag
Glu Glu
75
gte ctg
Yal Leu

tgatcacaac ttggcataga cacggaatac

191

239

287

338

agagaacctc cattcecctgt tcteccaactt toctttetca acttgtotta tacccaatgt 398

actgtgtgaa catcgtttga attgtaaaag atgaataaaa taacactgct tcett

23

453
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