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DESCRIPCION
Fragmentos de ghrelina no acilada para usar en el tratamiento del sindrome de Prader-Willi
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al uso de ghrelina no acilada, sus fragmentos y/o analogos para modular los niveles de
ghrelina y/o la relaciéon ghrelina/ghrelina no acilada en un sujeto en el que dicha modulacion es beneficiosa para
dicho sujeto. La invencion se refiere también a la composicion que comprende ghrelina no acilada, sus fragmentos
y/o analogos que modulan los niveles de ghrelina y/o la relacion ghrelina/ghrelina no acilada en un sujeto en el que
dicha modulacién es beneficiosa para dicho sujeto. La invencion se refiere ademas al uso del nivel de ghrelina y/o la
relacion ghrelina/ghrelina no acilada como biomarcadores para determinar la probabilidad de que un sujeto responda
ylo se beneficie de la administracion de ghrelina no acilada.

Fundamento de lainvenciéon

La ghrelina (también denominada "ghrelina acilada" o abreviadamente "AG") es un péptido de 28 aminoéacidos,
purificado e identificado a partir de estbmago de rata y caracterizado por la presencia de una modificacién de n-
octanoilo en el residuo Ser3 (Ref. 1). La acilacion de la ghrelina es catalizada por la enzima ghrelina-O-acil-
transferasa (GOAT). La expresién de GOAT se encuentra principalmente en el estdmago y en el intestino. La
ghrelina es el ligando enddgeno del receptor secretagogo de la hormona del crecimiento (GH) (GHSR-1a) (Ref. 2,3).
La ghrelina es reconocida ahora principalmente como un potente factor orexigénico que estimula la ingesta de
alimentos y modula el gasto de energia (Ref. 4, 5y 6). A nivel periférico, la ghrelina ejerce probablemente su
principal accion fisiologica regulando la glucosa y el metabolismo de los lipidos (Ref. 7). De hecho, la ghrelina tiene
una accion diabetogénica (Ref. 8) y suprime la secrecion de insulina estimulada por glucosa y deteriora la tolerancia
a la glucosa (Ref. 9). Como tal, la ghrelina plasmética elevada es relevante en ciertos trastornos del metabolismo y el
crecimiento, tal como en la diabetes y en la obesidad. También se han demostrado niveles elevados de ghrelina en
plasma entre adultos y nifios con sindrome de Prader-Willi (PWS) (Ref. 10 y 11). El PWS es un sindrome de
obesidad genética asociado en la mayoria de los pacientes a deficiencia de la GH. Los nifios con PWS presentan un
rapido aumento de peso junto con un apetito voraz. Los estudios sobre la participacion de ghrelina en el PWS han
proporcionado una explicacion racional significativa de que la hiperfagia observada en el PWS estéa correlacionada
positivamente con niveles elevados de ghrelina, compatibles con el efecto orexigénico conocido de la ghrelina (Ref.
12).

La ghrelina no acilada (también denominada "des-acil-ghrelina" o abreviadamente "UAG") es la forma no acilada de
ghrelina. Su concentracion en plasma y tejido es mayor en comparacién con la ghrelina. La UAG se ha considerado
durante mucho tiempo como un producto sin funcién fisiol6gica, puesto que no se une al Unico receptor conocido de
la ghrelina el GHSR-1a en concentraciones fisiologicas y no tiene efecto fisioldgico sobre la secrecion de la GH (Ref.
15). Sin embargo, la UAG es un péptido bioldgicamente activo, particularmente a nivel metabdlico y se ha
demostrado que su administracion induce un balance energético negativo disminuyendo la ingesta de alimentos y
retrasando el vaciado gastrico (Ref. 16). La sobre-expresién de la UAG en ratones da como resultado una
disminucion en la acumulacion de grasa con un aumento de la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa
(Ref. 16 y 17).

Se ha demostrado que UAG previene los efectos hiperglucémicos de la ghrelina, cuando se administra de forma
concomitante en voluntarios sanos. Véase en particular la Patente de EE.UU. 7.825.090, incorporada en la presente
memoria como referencia en su totalidad. Esta observacion inicial fue seguida por varios informes sobre el potencial
anti-diabetogénico de la UAG (Ref. 18, 19, 30, 31y 32).

In vitro, in vivo y la evidencia clinica indican que la UAG previene los efectos diabetogénicos de la ghrelina en
voluntarios sanos y en pacientes con deficiencia de GH (Ref. 18 y 19). Inhibe la secrecion de glucosa tanto basal
como inducida por ghrelina por los hepatocitos humanos (Ref. 31). En ratas, la UAG potencia la respuesta de la
insulina portal a la glucosa (Ref. 32) y reduce la deposiciéon de grasa y los niveles de triglicéridos, como se observa
en ratones transgénicos que sobre-expresan la UAG (Ref. 16). In vitro, la UAG estimula la secrecion de insulina por
las células de insulinoma (Ref. 32) y promueve la proliferacion e inhibe la apoptosis de las células beta (Ref. 33).

Los efectos anti-diabetogénicos y los efectos antagonizantes de la ghrelina de la UAG, sus fragmentos y analogos se
han descrito en la Patente de EE.UU. N° 7.485.620; la Patente de EE.UU. N° 8.222.217; la Patente de EE.UU. N°
8.318.664 y en la solicitud de patente WO 2008/145749.

Experimentos recientes en células angiogénicas circulantes (CAC) indican que la UAG afecta de manera beneficiosa
al proceso de remodelacion vascular que se sabe que esta deteriorado en pacientes con diabetes de tipo 2. Los
efectos de la UAG sobre las CAC se han descrito en la solicitud de patente de EE.UU. N° de serie 2010/0016226 y
en la solicitud WO 2009/150214.

Se ha informado que los ratones y seres humanos obesos presentan niveles de UAG menores que los sujetos de
peso normal, lo que indica que la obesidad podria estar correlacionada con una deficiencia relativa de UAG (Ref. 34,
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35y 21). Se ha observado que los sujetos obesos resistentes a la insulina tienen una relacion AG/UAG elevada en
comparacion con los sujetos obesos sensibles a la insulina (Ref. 20 y 22).

Se han sugerido tratamientos dirigidos a la ghrelina y al GHS-R (es decir, antagonistas de la ghrelina) como vias
farmacolégicas atractivas para luchar contra la obesidad y otras afecciones, trastornos y enfermedades asociados a
la ghrelina. Se han propuesto varios ligandos de GHS-R y vacunas anti-obesidad (Ref. 24). Se han investigado otros
enfoques farmacoldgicos que inducen anticuerpos contra la ghrelina, enantiémeros de ghrelina y la inhibicion de la
ghrelina-acil-transferasa (GOAT) (Ref. 25); sin embargo, debido a la falta de eficacia, la no selectividad y la falta de
pérdida de peso sostenida, estos enfoques farmacoldgicos aun no han llegado al mercado (Ref. 26).

Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de una forma eficaz y mas directa de modular los niveles de ghrelina
circulante y/o la relacién ghrelina/ghrelina circulante en sujetos en los que dicha modulacién sea beneficiosa para el
sujeto y para formas mas eficaces de identificar los sujetos que pueden beneficiarse de la modulacion de los niveles
de ghrelina y de la relacion ghrelina/ghrelina no acilada.

Sumario de la invencién

La invencion proporciona fragmentos de ghrelina no acilada que consisten en el péptido que se expone en la SEQ ID
NO: 6 o0 en la SEQ ID NO: 25, y una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en el tratamiento del
sindrome de Prader-Willi en un sujeto que tenga niveles elevados de ghrelina, particularmente niveles elevados de
ghrelina circulante. La invencién proporciona en particular fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso
en el tratamiento del sindrome de Prader-Willi en un sujeto que tenga niveles elevados de ghrelina, que comprende
administrar una cantidad eficaz de dicho fragmento de ghrelina no acilada y sal desde aproximadamente 0,001 pg/kg
hasta aproximadamente 10 mg/kg, mas preferiblemente desde aproximadamente 1 pg/kg hasta aproximadamente 1
mg/kg.

De acuerdo con la invencion, dicho fragmento de ghrelina no acilada y sus sales farmacéuticamente aceptables se
pueden administrar por una via seleccionada del grupo que consiste en intravenosa, subcutanea, transdérmica, oral,
bucal, sublingual, nasal e inhalacion.

La invencién también proporciona fragmentos de ghrelina no acilada que consisten en el péptido que se expone en
la SEQ ID NO: 6 0 en la SEQ ID NO: 25, y una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en el
tratamiento del sindrome de Prader-Willi en un sujeto qu tenga niveles elevados de ghrelina, en el que el paciente
fue identificado por:

- determinacion de un nivel de ghrelina circulante en el sujeto, y

- procesamiento del nivel de ghrelina circulante, al menos en parte, sobre la base de un nivel de referencia de

ghrelina circulante para obtener informacion que transmita si el nivel de ghrelina circulante es elevado.

Breve descripcion de las figuras.

La Figura 1 es una representacion esquematica de un protocolo de estudio que implica sujetos con diabetes mellitus
de tipo 2 (T2DM) de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. SBM se refiere a la comida de desayuno
estandar (SBM son las iniciales de la expresién inglesa Standard Breakfast Meal).

Las Figuras 2A y 2B son gréficos que ilustran el efecto de la infusién de UAG en niveles séricos de AG en sujetos
con T2DM. En la Figura 2A, los niveles séricos de AG en pg/mL se midieron después de la administracion de
placebo o UAG antes y una hora después de la SBM. En la Figura 2B, los niveles séricos de UAG en pg/mL se
midieron después de la administracion de placebo o UAG antes y una hora después de la SBM.

Las Figuras 3A y 3B son gréficos que ilustran los niveles medios de glucosa posprandial en sujetos con T2DM,
medidos con un dispositivo de monitorizacién continua de glucosa (CGMS® iPro™ Continuous Glucose Recorder,
Medtronic Trading, Paises Bajos). La Figura 3A muestra los niveles medios absolutos de glucosa después de la
SBM y después de infusiones de placebo 3 mcg de UAG/kg/h y 10 mcg de UAG/kg/h. Mediciones repetidas ANOVA
p <0,0001; comparaciones multiples de Bonferroni con placebo frente a 3 mcg NS; placebo frente 10 mecg p <0,001;
3 mcg frente. A 10 mcg p <0,001. La Figura 3B muestra los niveles medios de glucosa t0-t180 para los tres grupos
tratados.

Las Figuras 4A y 4B son graficos que ilustran los niveles medios de glucosa posprandial en sujetos con T2DM. La
Figura 4A muestra el cambio en los niveles de glucosa desde la linea base antes de la comida después de
infusiones de placebo, 3 mcg de UAG/kg/h y 10 mcg de UAG/kg/h. Mediciones repetidas ANOVA p <0,0001;
comparaciones miltiples de Bonferroni con placebo frente 3 mcg p <0,001; placebo frente a 10 mcg p <0,001; 3 mcg
frente a 10 mcg p <0,05. La Figura 4B muestra los niveles medios de glucosa t0-t180 para los tres grupos tratados.

Las Figuras 5A y 5B son graficos que ilustran los niveles maximos de glucosa en plasma después de la SBM en los
ocho sujetos del estudio después de infusiones de placebo, 3 mcg de UAG/kg/h y 10 mcg de UAG/kg/h. Prueba de
rangos con signo de pares emparejados de Wilcoxon; *: 10 mcg frente a placebo, p <0,05.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2705499 T3

Las Figuras 6A, 6B y 6C son graficos que indican la existencia de una correlacién entre las concentraciones de AG
basal en ayunas y/o UAG y la respuesta glicémica a la administracion de UAG. El grafico en la Figura 6A ilustra la
correlacion entre los niveles basales de AG en ayunas y el cambio (después de la administracion de UAG frente a
placebo) en los niveles maximos de glucosa después de la SBM. El gréafico de la Figura 6B ilustra la correlacion
entre los niveles basales de AG en ayunas y el cambio (después de la administracién de UAG frente a placebo) en
los niveles de glucosa AUC después de la SBM utilizando mediciones continuas de glucosa por iPro. El gréfico de la
Figura 6C ilustra la correlacion entre la relacion de AG basal en ayunas sobre los niveles de UAG y el cambio
(después de la administracion de UAG frente a placebo) en los niveles de glucosa AUC después de la SBM
utilizando mediciones continuas de glucosa por iPro.

La Figura 7A es una representacidon esquematica de un protocolo de un estudio con la pinza hiperinsulinémica-
euglicémica en sujetos con T2DM de acuerdo con una realizacién adicional de la presente invencion.

La Figura 7B es un grafico que ilustra los efectos de la UAG sobre el indice M, que refleja la sensibilidad a la
insulina, durante el protocolo como se esquematiza en la Figura 7A. El cambio en el indice M desde la linea base se
midi6 después de las infusiones de placebo y UAG. *: p <0,05, prueba de Mann Whitney de una cola.

Las Figuras 7C y 7D son graficos que ilustran los efectos de un periodo corto de infusién de UAG sobre los niveles
basales de AG en sujetos con T2DM. La Figura 7C muestra los niveles de AG circulante antes de la infusion de UAG
y 2,5 horas después de una infusion de UAG. La Figura 7D muestra el cambio de AG desde la linea base después
de 2,5 horas de infusion de UAG (nivel de [AG] a las 12:00 — niveles de [AG] a las 9:30). Prueba de rangos con signo
de pares emparejados de Wilcoxon de dos colas; *: p <0,05; **: p <0,01.

La Figura 8 es un gréfico que ilustra los efectos del fragmento de UAG ciclico (6-13) sobre la ingesta de alimento
inducida por AG durante el periodo de estudio indicado. * p<0,001: ANOVA de una via de Kruskal-Wallis. Las
diferencias entre grupos fueron evaluadas por la prueba de Dunn.

Descripcion detallada

La presente invencion se deriva, aunque sin limitacion, de los hallazgos de los inventores de que la administracion
de UAG disminuye los niveles de AG circulante en sujetos con T2DM. La presente invencion se deriva ademas de
los hallazgos de que cuanto mas alto es el nivel de AG basal, mas importantes son los efectos de la UAG sobre la
reduccion de los niveles de AG y sobre la reduccion de los efectos nocivos asociados a los niveles de AG, tales
como por ejemplo, obesidad, hipergliemia, resistencia a la insulina, deposicion de grasa, hiperfagia y obesidad
asociada a resistencia a la insulina. Los inventores han encontrado también que cuanto mayor es la relacion
AG/UAG circulante, mas eficaz es UAG en disminuir dicha relacidn y en suprimir los efectos perjudiciales asociados
a la relacion AG/UAG.

En vista de esto, el nivel de AG circulante y la relacion AG/UAG circulante se pueden usar cada uno como
biomarcadores para identificar la probabilidad de un sujeto de responder y/o beneficiarse de la administracion de
UAG. Por lo tanto, estos biomarcadores se pueden usar para identificar dentro de una poblacion de sujetos que
padecen una afeccion tal como, aunque sin limitacion, obesidad, diabetes, resistencia a la insulina, sindrome de
Prader-Willi, hiperfagia e hiperghrelinemia, cual de los sujetos es probable que responda y/o se beneficie de la
administracion de UAG. Cuanto mayores sean los niveles de AG circulante y/o cuanto mayor sea la relacion
AG/UAG circulante en un sujeto, mas probable es que este sujeto responda y/o se beneficie de la administracion de
UAG.

Hasta la fecha, los estudios han informado que UAG contrarresta las acciones periféricas de la ghrelina en, por
ejemplo, los metabolismos de la glucosa y la insulina. El presente estudio proporciona la primera evidencia de que la
administracion de UAG también suprime los niveles de ghrelina circulante y proporciona la primera evidencia de la
existencia de una correlacion entre el nivel de AG circulante y la eficacia de UAG para mejorar los parametros
metabdlicos afectados por los niveles de AG y/o por relacién AG/UAG.

Las demostraciones sorprendentes que se presentan en la presente memoria permiten ampliar las aplicaciones y las
indicaciones para las cuales se puede usar ghrelina no acilada de modo que incluyan la facilitacion, el mejoramiento
ylo el tratamiento de las afecciones que resultan de los niveles de AG y/o de la relacion AG/UAG. Estas
demostraciones también permiten ampliar las aplicaciones y las indicaciones para las cuales se puede usar ghrelina
no acilada de modo que incluyan la facilitacién, el mejoramiento y/o el tratamiento de afecciones que resultan de
niveles elevados de AG y/o una relacion AG/UAG elevada.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "nivel(es) de AG elevado(s)" se refiere a un nivel de AG
circulante que esta por encima del nivel de AG observado en sujetos normales y/o sanos. En algunas
implementaciones, la expresion "nivel(es) de AG elevado(s)" se refiere a un nivel de AG circulante en el que
aparecen, persisten o empeoran en un sujeto uno 0 mas sintomas fisiol6gicos perjudiciales asociados a la AG.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "relacion AG/UAG elevada” se refiere a una relacion AG/UAG
circulante que esta por encima de la relacion AG/UAG observada en sujetos normales y/o sanos. En algunas
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implementaciones, la expresién "relacion AG/UAG elevada" se refiere a una relacion AG/UAG circulante en la cual
aparecen 0 persisten o empeoran en un sujeto uno 0 mas sintomas fisiolodgicos perjudiciales asociados a la relacion
AG/UAG.

Debe entenderse que varios factores pueden afectar a los niveles de ghrelina circulante y ghrelina no acilada en
sujetos normales. Los ejemplos de tales factores incluyen, aunque sin limitacion, género, edad, condicion fisica,
indice de masa corporal (abreviadamente BMI por la expresién inglesa Body Mass Index), habitos alimenticios, etc.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "“inhibicién de ghrelina" se refiere a un deterioro de la actividad
biolégica de ghrelina que se produce debido a una disminucién en los niveles de ghrelina y/o debido a un deterioro
de su actividad bioldgica.

Un experto en la técnica estara familiarizado con las técnicas y los ensayos para medir los niveles de AG y UAG en
un sujeto. Dichas técnicas pueden incluir métodos que impliquen el uso de inhibidores de proteasa, tales como
hidrocloruro de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo (AEBSF) u otro coctel de inhibidores de proteasa.

En una implementacion de esta realizacién, un sujeto obeso se caracteriza por tener un peso corporal
aproximadamente 20%, aproximadamente 25%, aproximadamente 30% o mayor que el peso corporal normal de
dicho sujeto. El peso corporal normal se puede determinar por una comparacion del peso del sujeto en un momento
anterior, como cuando los niveles de AG eran normales y/o cuando la relacion AG/UAG era normal, o por
comparacion de los niveles de AG y/o la relacion AG/UAG del sujeto con los valores medios de otros sujetos de
similares edad y/o estado.

En otra implementacién de esta realizacion, un sujeto con sobrepeso se caracteriza por tener un peso corporal
aproximadamente 5% mayor a aproximadamente 20% mayor que el peso corporal normal de dicho sujeto. El peso
corporal normal se puede determinar por una comparacion del peso del sujeto en un momento anterior, como
cuando los niveles de AG eran normales y/o cuando la relacién AG/UAG era normal, o por una comparacion de los
niveles de AG y/o la relacion AG/UAG con los valores medios de otros sujetos de similares edad y/o estado.

En otra implementacién de esta realizacién, un sujeto normal se caracteriza por tener un peso corporal
aproximadamente 5% mayor a aproximadamente 5% menor que el peso corporal normal para dicho sujeto. El peso
corporal normal se puede determinar por una comparacion del peso del sujeto en un momento anterior, como
cuando los niveles de AG eran normales y/o cuando la relacion AG/UAG era normal, o por una comparacion de los
niveles de AG y/o la relacion AG/UAG con los valores medios de otros sujetos de similares edad y/o estado. Un
sujeto con peso normal puede tener un BMI en el intervalo aproximado de 19-22.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que se refiere la invencion.

i) Ghrelina no acilada y fragmentos.

Los términos "ghrelina no acilada", "des-acil-ghrelina" y la abreviatura "UAG" pretenden significar péptidos que
tienen la secuencia de aminoacidos especificada en la SEQ ID NO: 1 cuya secuencia de aminoacidos es:

Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-GIn-GIn-Arg-Lys-Glu-Ser-
Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-GlIn-Pro-Arg (SEQ ID NO: 1)

La ghrelina no acilada se puede denominar también UAG (1-28).

Por "péptido", "polipéptido” o "proteina” se refiere a cualquier cadena de aminoécidos, independientemente de la
longitud o modificacién postraduccional (por ejemplo, glicosilacién o fosforilacién), o modificacién quimica, o los que
contienen aminodacidos no naturales o inusuales, como D-Tyr, ornitina, acido amino-adipico. Los términos se usan
indistintamente en la presente solicitud.

Las expresiones "fragmentos" y "sus fragmentos" se refieren a fragmentos de aminoacidos de un péptido, tal como
UAG.

Los fragmentos de UAG son mas cortos que la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO: 1, por lo
tanto, son mas cortos que 28 residuos de aminoacidos. Por lo tanto, los fragmentos de UAG pueden tener una
longitud de 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 residuos de
aminoacidos. Por ejemplo, los fragmentos de UAG pueden tener las secuencias de aminoacidos representadas en la
Tabla 1 siguiente:
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Tabla 1:

Fragmento SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos

UAG (1-14) 2 )
Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gin-Arg-
Val-Gin-Gin

UAG (1-18) 3
Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gin-Arg-
Val-Gin-Gin-Arg-Lys-Glu-Ser

UAG (1-5) 4 Gly-Ser-Ser-Phe-Leu

UAG (17-28) 5
Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gin-Pro-
Arg

UAG (6-13) 6 Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn

UAG (8-13) 7 Glu-His-GIn-Arg-Val-Gin

UAG (8-12) 8 Glu-His-GIn-Arg-Val

UAG (6-18) 9 _
Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gin-Gin-Arg-Lys-
Glu-Ser

UAG (8-11) 10 Glu-His-GIn-Arg

UAG (9-12) 11 His-GIn-Arg-Val

UAG (9-11) 29 His-GlIn-Arg

UAG (14-1) 30
Gln Gln Vat Arg Gin His Glu Pro Ser Leu Phe
Ser Ser Gly

Algunos fragmentos de UAG han sido descritos en Patente de EE. UU. N° 8.222.217; |la Patente de EE.UU. N°
8.318.664 y en la solicitud de patente WO/2008/145749, en las que se ha demostrado que el fragmento de UAG mas
pequefio que retiene la actividad biolégica de UAG es UAG (9-12) representado en la presente memoria como SEQ
ID NO: 11.

En una primera realizacion de la invencidn, el fragmento de UAG es UAG (6-13) como se expone en la SEQ ID NO:
6.

En una realizacion, los polipéptidos tales como UAG, sus fragmentos o analogos, se usan en una forma que esta
"purificada", "aislada" o "sustancialmente pura". Los polipéptidos estan "purificados”, "aislados" o "sustancialmente
puros" cuando estan separados de los componentes que naturalmente los acompafian. Tipicamente, un compuesto
es sustancialmente puro cuando constituye al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%

0 99%, en peso, del material total en una muestra.

Ciertos péptidos de acuerdo con la presente invencién también pueden estar en forma ciclica, de modo que los
extremos N- o C- estan unidos de cabeza a cola. Dichos derivados peptidicos pueden tener una estabilidad y
biodisponibilidad mejoradas en relacion con los péptidos no ciclizados.

Los ejemplos de péptidos ciclicos incluyen: UAG ciclico (1-14), UAG ciclico (1-18), UAG ciclico (17-28), UAG ciclico
(6-13), UAG ciclico (8-13), UAG ciclico (8-12), UAG ciclico (8-11), UAG ciclico (9-12) y UAG ciclico (9-11).

En otra realizacion de la invencion, el fragmento de UAG es UAG ciclico (6-13), tal como se expone en la SEQ ID
NO: 25.
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Los métodos para ciclizar péptidos son bien conocidos en la técnica y, por ejemplo, se pueden lograr por formacion
de enlaces disulfuro entre dos grupos funcionales de cadenas laterales, la formacién de enlaces amida o éster entre
un grupo funcional de cadena lateral y la funcién a-amino o carboxilo de la cadena principal, la formacion de enlaces
amida o éster entre dos grupos funcionales de cadenas laterales, o la formacion de enlaces amida entre las
funciones a-amino y carboxilo de la cadena principal. Estas reacciones de ciclizacion se han llevado a cabo
tradicionalmente a alta dilucion en solucién. La ciclizacion se realiza cominmente mientras que el péptido esta unido
a una resina. Una de las formas mas comunes de sintetizar péptidos ciclicos sobre un soporte sélido es uniendo la
cadena lateral de un aminoacido a la resina. Usando estrategias de proteccion apropiadas, los extremos C y N se
pueden desproteger selectivamente y ciclizar en la resina después del ensamblaje de la cadena. Esta estrategia se
usa ampliamente y es compatible con los protocolos de terc-butiloxicarbonilo (Boc) o 9-fluorenilmetoxicarbonilo
(Fmoc). Sin embargo, esté restringida a péptidos que contienen una funcionalidad de cadena lateral apropiada para
ser unida al soporte sélido. Se pueden usar varios métodos para lograr una sintesis eficaz de péptidos ciclicos. Un
procedimiento para sintetizar péptidos ciclicos se basa en la ciclizacién con escision simultanea de la resina.
Después de que una secuencia peptidica apropiada se ensambla por sintesis en fase soélida en la resina o se afade
una secuencia lineal a la resina, el grupo amino desprotegido puede reaccionar con su enlace activo de anclaje para
producir péptidos ciclicos protegidos. En general, se requiere una etapa de desproteccion final para producir el
péptido ciclico deseado.

La formacién de lactama, una forma de ciclizacién, se puede realizar formando un puente de lactama utilizando la
sintesis con Fmoc, se pueden introducir aminoacidos con diferentes grupos protectores en las cadenas laterales,
tales como, aunque sin limitacién, acido aspértico (o glutamico) protegido con éster alilico en el beta-éster (o
gamma-éster para el &cido glutdmico) y lisina protegida con aliloxi-carbamato en el N-¢. Al final de la sintesis, con el
extremo N del péptido protegido con Fmoc, Boc u otro grupo protector diferente de Alloc, los grupos protectores alilo
y Alloc del &cido aspértico y de la lisina se pueden desproteger, por ejemplo, con paladio (0) seguido por ciclizacion
usando PyAOP (7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio-hexafluorofosfato) para producir el puente de
lactama.

A menos que se indique lo contrario, un aminoacido mencionado en la presente memoria se refiere a la forma L. Se
utilizardn abreviaturas muy reconocidas en la técnica para describir los aminoéacidos, incluyendo aminoacidos
levégiros (L-amino&cidos o L o forma L) y aminoacidos dextrégiros (D-aminoécidos o D o forma D), alanina (Ala) o
A), arginina (Arg o R), asparagina (Asn o N), &cido aspartico (Asp o D), cisteina (Cys o C), acido glutamico (Glu o E),
glutamina (GIn o Q), glicina (Gly o G), histidina (His o H), isoleucina (lle o 1), leucina (Leu o L), lisina (Lys o K),
metionina (Met o M), fenilalanina (Phe o F), prolina (Pro o P), serina (Ser o S), treonina (Thr o T), triptéfano (Trp o
W), tirosina (Tyr o Y) y valina (Val o V). Un residuo de L-aminoacido dentro de la secuencia peptidica natural se
puede alterar en cualquiera de los 20 L-aminoacidos que se encuentran cominmente en las proteinas o en
cualquiera de los D-aminoéacidos correspondientes, aminoacidos raros, tales como, aunque sin limitacién, 4-
hidroxiprolina o hidroxilisina, o un amino&cido no proteico, tal como P-alanina u homoserina.

Ciertos aspectos de la invencion usan polinucleétidos UAG. Estos incluyen polinucleétidos aislados que codifican los
polipéptidos UAG, sus fragmentos y analogos definidos en la solicitud.

Como se usa en la presente memoria, el término "polinucledtido” se refiere a una molécula que comprende una
pluralidad de desoxirribonucleétidos o subunidades de nucledsidos. El enlace entre las subunidades de nucledsidos
puede ser proporcionar por fosfatos, fosfonatos, fosforamidatos, fosforotioatos o similares, o por grupos que no son
fosfato, como se conocen en la técnica, tales como enlaces de tipo peptoide utilizados en los acidos nucleicos
peptidicos (PNA). Los grupos enlazadores pueden ser quirales o aquirales. Los oligonucleétidos o polinucleétidos
pueden variar en longitud desde 2 subunidades de nucledsidos hasta cientos o miles de subunidades de
nucledsidos. Aunque los oligonucleétidos tienen preferiblemente una longitud de 5 a 100 subunidades, y mas
preferiblemente una longitud de 5 a 60 subunidades, pudiendo ser la longitud de los polinucleétidos mucho mayor
(por ejemplo, hasta 100). El polinucleétido puede ser cualquiera de DNA y RNA. El DNA puede estar en cualquier
forma de DNA gendmico, una genoteca de DNA gendmico, cDNA derivado de una célula o tejido y DNA sintético.
Ademas, la presente invencion puede, en ciertos aspectos, usar vectores que incluyen bacteriofagos, plasmidos,
césmidos o fagémidos.

Las expresiones "actividad biolégica" o "propiedad biol6gica", o el término "actividad" con referencia a los
polipéptidos de la presente invencion, se usan de manera intercambiable en la presente memoria y se refieren a las
capacidades farmacoldgicas, biologicas o celulares de los polipéptidos de la invenciéon e incluyen, aunque sin
limitacion, la capacidad de reemplazar UAG en las funciones biolégicas de UAG como se describe en la presente
solicitud, tales como, aunque sin limitacion, modular AG; inhibir AG; disminuir los niveles de AG circulante; disminuir
los niveles elevados de AG circulante; disminuir la relacion AG/UAG circulante; disminuir la relacion AG/UAG
circulante elevada; mejorar los sintomas inducidos por los niveles de AG y/o los niveles de AG/UAG; facilitar,
prevenir y/o tratar afecciones asociadas a AG circulante y/o a la relacion AG/UAG circulante, y facilitar, prevenir y/o
tratar afecciones asociadas a AG circulante elevada y/o a la relacion AG/UAG circulante elevada.

Se ha descrito previamente que las acciones de UAG son conservadas por los fragmentos UAG (6-13) (SEQ ID NO:
6), UAG (8-13) (SEQ ID NO: 7), UAG (8-12) (SEQ ID NO: 8), UAG (8-11) (SEQ ID NO: 12), UAG (9-12) (SEQ ID NO:
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11) y UAG (9-11) (SEQ ID NO: 29). Las patentes de EE.UU. N° 8.222.217 y 8.318.664, han descrito que estos
fragmentos conservan la actividad de UAG de longitud completa sobre los metabolismos de glucosa, insulina y
lipidos. Un péptido con la secuencia inversa de UAG (1-14) (SEQ ID NO: 3) y denominado UAG (14-1) (SEQ ID NO:
30) se usé como control negativo en los experimentos que analizaron fragmentos de UAG. La UAG (8-11) (SEQ ID
NO: 10) demostré que era el fragmento mas pequefio de UAG que retenia las actividades de UAG. Los resultados
proporcionados en la presente memoria indican ademas que los fragmentos de UAG, UAG (6-13) (SEQ ID NO: 6) y
UAG ciclico (6-13) (SEQ ID NO: 25) retienen la capacidad de UAG de disminuir los niveles de AG y disminuir la
relacion AG/UAG.

La UAG, sus fragmentos y/o analogos se utilizan para reducir los niveles elevados de AG asociados al sindrome de
Prader-Willi (PWS). Las personas que padecen el PWS muestran un desarrollo lento, obesidad severa y un apetito
insaciable. Su hambre es tan fuerte que requiere frecuentemente el control de la disponibilidad de los alimentos para
evitar la muerte prematura como resultado de la hiperfagia. Las concentraciones de AG en estos sujetos son
mayores que las normales. Esta correlacion entre hiperfagia y aumento en los niveles de AG es consistente con el
efecto orexigénico conocido de la AG. Los datos presentes en esta memoria demuestran que la administracion de
UAG puede disminuir los niveles elevados de AG en sujetos con el PWS. Los fragmentos de UAG de la invencién se
pueden usar para ayudar a los pacientes con sindrome de Prader-Willi a reducir sus niveles de ghrelina hasta
niveles méas normales/saludables, refrenar su apetito y/o mejorar otras manifestaciones de este trastorno. Se espera
gue esta disminucion de la AG se traduzca en una disminucion del apetito y en una reduccion subsiguiente en la
masa grasa asociada al PWS.

Como se usa en la presente memoria, el término "hiperfagia" se refiere al hambre excesiva y a la ingesta
anormalmente grande de soélidos por via oral. Las afecciones hiperfagicas pueden ocurrir en asociaciéon con, por
ejemplo, trastornos del sistema nervioso central (SNC) que incluyen gangliocitoma del tercer ventriculo, astrocitoma
hipotalamico, sindrome de Kleine-Levin, sindrome de Froehlich, enfermedad de Parkinson, trastornos genéticos
incluyendo el sindrome de Praeder-Willi, trastornos psiquiatricos importantes, incluyendo ansiedad, trastorno
depresivo importante, fase depresiva del trastorno bipolar, trastorno afectivo estacional y esquizofrenia, medicacion
psicotropica, incluyendo delta-9 tetrahidrocanabinol, antidepresivos y neurolépticos y trastornos del suefio,
incluyendo la apnea del suefio. La hiperfagia puede ocurrir en trastornos psiquiatricos tales como depresion,
ansiedad y esquizofrenia.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "tratamiento” se refiere tanto a tratamientos terapéuticos, asi
como a medidas profilacticas. Los que necesitan tratamiento incluyen quienes ya tienen el trastorno, enfermedad o
afeccion, asi como quienes en los que se ha de prevenir la enfermedad, trastorno o la afeccion. Quienes necesitan
tratamiento también son en los que se ha producido el trastorno, enfermedad o afeccion y les han dejado secuelas o
cicatrices. El tratamiento también se refiere a la administracién de una sustancia terapéutica eficaz para mejorar o
disminuir los sintomas asociados a una enfermedad, un trastorno o una afeccion para disminuir la gravedad o curar
la enfermedad, trastorno o afecciéon o para prevenir que vuelva a ocurrir o recaer en la enfermedad, trastorno o
afeccion.

Los estudios han demostrado un aumento persistente en los niveles de AG en plasma hasta un afio después de una
pérdida de peso inducida por la dieta en sujetos obesos (Ref. 28 y 29). La reduccién de los niveles elevados de AG
en estos sujetos podria por tanto prevenir la recaida en la obesidad mientras el sujeto esté bajo dieta.

Para usos terapéuticos y/o farmacéuticos, los polipéptidos como se definen en la presente memoria se pueden
formular, aunque sin limitacion, para administracion intravenosa, subcutanea, transdérmica, tépica, oral, bucal,
sublingual, nasal, por inhalacion, pulmonar o parenteral de acuerdo con métodos convencionales. La inyeccion
intravenosa puede ser por bolo o infusion durante un periodo de tiempo convencional. Los polipéptidos como se
definen en la presente memoria se pueden administrar también directamente a un sitio diana dentro de un sujeto, por
ejemplo, por suministro biolistico a un sitio diana interno o externo o por catéter a un sitio en una arteria.

En una realizacion, los polipéptidos definidos en la presente memoria se administran en forma de un bolo. Por
consiguiente, en una implementacion de esta realizacion, el medicamento se administra en forma de un bolo antes
de la comida, en el que el bolo comprende una cantidad eficaz de UAG, uno de sus fragmentos y/o analogos de una
de sus sales. El bolo se puede administrar una, dos, tres veces o mas al dia o se puede administrar de acuerdo con
otros regimenes de dosificacion.

Los regimenes de dosificacion adecuados se determinan teniendo en cuenta factores muy conocidos en la técnica,
tales como, aunque sin limitacion, el tipo de sujeto que se dosifica, la edad, el peso, el sexo y el estado médico del
sujeto, la via de administracion, el efecto deseado, etc.

Los ingredientes activos, tales como los polipéptidos definidos en la presente memoria, se pueden administrar por
via oral en forma de una suspension y se pueden preparar de acuerdo con métodos muy conocidos en la técnica de
la formulacién farmacéutica y pueden contener, aunque sin limitacion, celulosa microcristalina para impartir
voluminosidad, acido alginico o alginato de sodio como agente de suspension, metilcelulosa como potenciador de la
viscosidad y edulcorantes/agentes aromatizantes. Como comprimidos de liberacién inmediata, estas composiciones
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pueden contener, aunque sin limitacion, celulosa microcristalina, fosfato dicalcico, almidén, estearato de magnesio y
lactosa y/u otros excipientes, aglutinantes, extendedores, disgregantes, diluyentes y lubricantes. Los ingredientes
activos se pueden administrar por medio de un sistema de liberacién controlada.

Las formulaciones administradas por aerosol nasal o inhalacion se pueden preparar, por ejemplo, en forma de
soluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la
absorcién para mejorar la biodisponibilidad, empleando fluorocarbonos y/o empleando otros agentes solubilizantes o
dispersantes.

Los polipéptidos de la invencion se pueden administrar por via intravenosa (tanto en bolo como en infusion),
intraperitoneal, subcutanea, tépica con o sin oclusiéon o intramuscular. Cuando se administran por inyeccion, la
solucién o suspensién inyectable se puede formular utilizando diluyentes o disolventes adecuados, no toxicos y
aceptables para la via parenteral, muy conocidos en la técnica.

Los polipéptidos de la invencién se pueden formular también para administracion tépica. El término "topica”, como se
usa en la presente memoria, incluye cualquier via de administracién que permita que los compuestos recubran la piel
o los tejidos de la mucosa.

La formulacion adecuada para la aplicacion tépica puede estar en forma de, por ejemplo, crema, locién, solucion,
gel, pomada, pasta, aposito, pintura, bioadhesivo o similares, y/o se puede preparar para que contenga liposomas,
micelas, microparticulas y/o microesferas. La formulacién puede ser acuosa, es decir, puede contener agua, o puede
ser no acuosa y, opcionalmente, ser usada en combinacion con una sobre-capa oclusiva para que la humedad que
se evapora de la superficie del cuerpo se mantenga dentro de la formulacion después de la aplicacion a la superficie
del cuerpo y posteriormente.

Las pomadas, como es bien conocido en la técnica de la formulacién farmacéutica, son preparaciones semisélidas
gque se basan tipicamente en vaselina u otros derivados del petréleo.

Las formulaciones se pueden preparar también con liposomas, micelas, microparticulas y/o microesferas. Los
liposomas son vesiculas microscépicas que tienen una pared lipidica que comprende una bicapa lipidica, y se
pueden usar como sistemas de administracion de farmacos. En la técnica es conocido que las micelas comprenden
moléculas de tensioactivo dispuestas de modo que sus grupos de cabeza polar forman una envolvente esférica
externa, mientras que las cadenas de hidrocarburos hidréfobas estan orientadas hacia el centro de la esfera,
formando un ndcleo. Las microparticulas son sistemas portadores de particulas en el intervalo de tamafio del
micrometro, normalmente preparadas con polimeros, que se pueden usar como sistemas de administracion de
farmacos o vacunas que generalmente estan atrapadas dentro de las particulas. Las microesferas, similarmente, se
pueden incorporar en las presentes formulaciones y sistemas de administracién de farmacos. Al igual que los
liposomas y las micelas, las microesferas encapsulan esencialmente un farmaco o una formulacién que contiene un
farmaco. Las microesferas se forman generalmente, aunque no necesariamente, a partir de polimeros
biocompatibles sintéticos o naturales, pero pueden estar compuestas también por lipidos cargados, tales como
fosfolipidos.

Las preparaciones de formulaciones adecuadas para administracion tépica son muy conocidas en la técnica y estan
descritas en los textos y la bibliografia pertinentes.

En general, las composiciones farmacéuticas comprenderan al menos uno de los polipéptidos de la invencién junto
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable que serd muy conocido por los expertos en la técnica. Las
composiciones pueden comprender, ademas, por ejemplo, uno o mas excipientes, diluyentes, cargas, solubilizantes,
conservantes, vehiculos, sales, agentes tamponantes y otros materiales adecuados muy conocidos en la técnica,
dependiendo de la forma de dosificacién utilizada. Los métodos de composicion son muy conocidos en la técnica.

En el presente contexto, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende indicar cualquier material, que
sea inerte en el sentido de que sustancialmente no tiene ningun efecto terapéutico y/o profilactico per se y que no
sea téxico. Se puede afadir un vehiculo farmacéuticamente aceptable a los polipéptidos de la invencion con el fin de
hacer posible obtener una composicion farmacéutica, que tenga propiedades técnicas aceptables. Los ejemplos de
dichos vehiculos incluyen intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas,
como seroalbimina humana, sustancias tampén, tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio,
mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato
de protamina, hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice
coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosay PEG.

Los vehiculos para formas topicas o basadas en gel de polipéptidos incluyen polisacéaridos, tales como
carboximetilcelulosa o metilcelulosa sédicas, polivinilpirrolidona, poliacrilatos, polimeros de bloques de polioxietileno-
polioxipropileno, PEG y alcoholes de madera y cera.

Los polipéptidos utilizados para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se puede lograr por filtracion a través
de membranas de filtracién estériles, antes o después de la liofilizacion y reconstitucion. Los polipéptidos se
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almacenaran normalmente en forma liofilizada o en solucién. Las composiciones de polipéptidos terapéuticos
generalmente se colocan en un recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial para
solucién intravenosa que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica.

Los fragmentos de UAG de la invencidon se pueden usar en un articulo de fabricacion o en un paquete o kit
comercial, que comprende: un envase, una etiqueta en el envase y una composicién que comprende polipéptidos de
la invencion como agentes activos dentro del envase cuando se utilizan en el nivel indicado, en el que la
composicion es eficaz para, entre otras cosas, modular la AG; inhibir la AG; disminuir los niveles de AG circulante;
disminuir los niveles elevados de AG circulante; disminuir la relacion AG/UAG circulante; disminuir la relacion
AG/UAG elevada circulante; mejorar los sintomas inducidos por los niveles de AG y/o los niveles de AG/UAG;
facilitar, prevenir y/o tratar afecciones asociadas a la AG circulante y/o a la relacién AG/UAG circulante y/o facilitar,
prevenir y/o tratar afecciones asociadas con la AG circulante y/o la relacion AG/UAG circulante elevada.

Una "cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en dosis y durante
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz
de los péptidos indicados en la presente memoria puede variar segin factores, tales como el estado de la
enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del compuesto para provocar una respuesta
deseada en el individuo. Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica
optima. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquier efecto téxico o perjudicial del
compuesto se ve compensado por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente
eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el
resultado profilactico deseado, tal como para modular la AG; inhibir la AG; disminuir los niveles de AG circulante;
disminuir los niveles elevados de AG circulante; disminuir la relacion AG/UAG circulante; disminuir la relacién
elevada AG/UAG circulante; mejorar los sintomas inducidos por los niveles de AG y/o los niveles de AG/UAG;
facilitar, prevenir y/o tratar estados asociados a la AG circulante y/o relacion AG/UAG circulante y/o facilitar, prevenir
y/o tratar estados asociados a la AG circulante elevada y/o la relaciéon AG/UAG circulante elevada. Una cantidad
profilacticamente eficaz se puede determinar como se describe anteriormente para la cantidad terapéuticamente
eficaz. Para cualquier sujeto en particular, los regimenes de dosificacion especificos se pueden ajustar a lo largo del
tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio profesional de la persona que administra o supervisa la
administracion de las composiciones.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz o una dosis eficaz de los péptidos de la invencidon (también
denominados en la presente memoria "compuestos activos") es una cantidad suficiente para modular AG; inhibir AG;
disminuir los niveles de AG circulante; disminuir los niveles elevados de AG circulante; disminuir la relacion AG/UAG
circulante; disminuir la relacion AG/UAG elevada circulante; mejorar los sintomas inducidos por los niveles de AG y/o
los niveles de AG/UAG,; facilitar, prevenir y/o tratar estados asociados a la AG circulante y/o a la relacion AG/UAG
circulante y/o facilitar, prevenir y/o tratar estados asociados a la AG circulante elevada y/o a la relacion AG/UAG
circulante elevada. Los métodos y/o ensayos para medir tales pardmetros son conocidos por los expertos en la
técnica.

La cantidad terapéuticamente eficaz de la invencion variard generalmente desde aproximadamente 0,001 pg/kg
hasta aproximadamente 10 mg/kg, mas particularmente desde aproximadamente 0,01 pg/kg hasta
aproximadamente 10 mg/kg, e incluso mas particularmente desde aproximadamente 1 ug/kg hasta
aproximadamente 1 mg/kg. Las cantidades terapéuticamente eficaces o las dosis eficaces que estan fuera de este
intervalo, pero que tienen el efecto terapéutico deseado también estan incluidas en la presente invencion.

En una realizacion, el sujeto citado anteriormente es un mamifero, en un aspecto adicional, un ser humano.

En una realizacion adicional, los presentes polipéptidos se pueden administrar en combinacién con sustancias
farmacoldgicamente activas adicionales o se pueden administrar en combinacion con otro método terapéutico. La
combinacién puede estar en forma de un sistema de kit en partes, en el que las sustancias activas combinadas se
pueden usar para administracién simultdnea, secuencial o separada.

iii) Niveles de AG y relacién AG/UAG como biomarcadores.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion se refiere al uso de niveles de AG circulante y al uso de la
relacion AG/UAG circulante como biomarcadores para la identificacion de sujetos que padecen el sindrome de
Prader- Willi que probablemente respondan y/o se beneficien de un tratamiento que comprende la administracion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de UAG, uno de sus fragmentos y/o uno de sus analogos.

En una implementacion de esta realizacién se miden los niveles de AG circulante y/o la relacion AG/UAG circulante
en una muestra de sangre obtenida de un sujeto de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. El nivel de AG
circulante y/o la relacion AG/UAG circulante se procesan luego en parte en funcion de los niveles de AG circulante
de referencia y las relaciones AG/UAG circulante de referencia (derivados, por ejemplo, del propio sujeto o de una
poblacion de sujetos de control) de modo que se obtenga informacién que transmita si el sujeto tiene un nivel
anormal de AG circulante (es decir, por debajo o por encima de un nivel normal o saludable) y/o una relacion

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2705499 T3

anormal de AG/UAG circulante (es decir, por debajo o por encima de una relacién normal o saludable). Una
informacién que transmite que el sujeto tiene un nivel de AG circulante elevado y/o una relacion AG/UAG circulante
elevada indica que es probable que el sujeto responda a la administracion de UAG, uno de sus fragmentos o uno de
sus andlogos. Por lo tanto, es probable que la administracion de UAG, uno de sus fragmentos o uno de sus analogos
a dicho sujeto disminuya los niveles de AG circulante y/o la relacién AG/UAG circulante, asi como que disminuya los
efectos asociados a niveles de AG circulante elevados y la relacion AG/UAG circulante elevada.

En otra implementacion de esta realizacion, los biomarcadores se pueden usar para identificar sujetos en una
poblaciéon de sujetos que respondan y/o se beneficien probablemente de la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un fragmento de UAG. En esta implementacién, los sujetos de la poblacion padecen el
sindrome de Prader-Willi (PWS).

Experimentos y analisis de los datos

Los datos facilitados en la presente memoria informan de un fuerte efecto supresor de la UAG en los niveles de AG
en suero y en la relacion AG/UAG en suero en sujetos con T2DM.

Se realizé una infusion continua durante una noche (15 horas) de dos dosis de UAG (3 pug de UAG/kg/h y 10 pg de
UAG/kg/h) frente a placebo en un modelo cruzado sobre las concentraciones de AG en ocho sujetos con sobrepeso
con diabetes de tipo 2. La Figura 1 muestra una representacion esquematica del protocolo de estudio. Se evaluaron
las respuestas de glucosa e insulina en una comida de desayuno estandar (SBM) en los sujetos y un control
metabdlico razonable. Durante las infusiones de UAG, los sujetos no informaron de mas efectos secundarios que
con el placebo. Las evaluaciones de laboratorio no mostraron cambios significativos en la quimica ni en los
pardmetros y los efectos secundarios no fueron dependientes de la dosis.

La infusion de UAG disminuye los niveles de AG en plasma.

Los datos presentes en las Figuras 2A y 2B muestran los cambios en los niveles de AG en suero (Figura 2A) y los
niveles de UAG (Figura 2B) antes y después de la SBM. Antes del comienzo de la SBM, los niveles de AG
disminuyeron significativamente desde 21,01 + 8,9 pg/mL (media + SD) durante la infusion del placebo hasta 3,0 +
6,7 pg/mL en presencia de 3 mcg de infusion de UAG/kg.h y hasta 1,4 + 3,2 pg/mL en presencia de 10 mcg de
infusion de UAG/kg.h. Los niveles de AG disminuyeron también después de la SBM desde 14,03 + 9,4 pg/mL con
placebo hasta 0,8 + 1,8 pg/mL en presencia de 3 mcg de infusién de UAG/kg.h y hasta 0,8 + 1,8 pg/mL en presencia
de 10 mcg de infusién de UAG/kg.h (Figura 2A). En paralelo, una infusion durante una noche de UAG dio como
resultado un aumento de los niveles de UAG (Figura 2B). Los niveles de UAG aumentaron desde 105,9 + 31,4
(media £ SD) pg/mL con infusion del placebo y antes del comienzo de la SBM hasta 10998 + 2623 pg/mL en
presencia de 3 mcg de infusion de UAG/kg.h y hasta 12085+1616 pg/mL en presencia de 10 mcg de infusion de
UAG/kg.h. Estos resultados indican que la administracion de UAG reduce los niveles de AG en suero en sujetos con
T2DM.

La infusion de un fragmento de UAG contrarresta la ingesta de alimentos inducida por AG

Un fragmento ciclizado de UAG, concretamente UAG ciclico (6-13) como se muestra en la SEQ ID NO: 25, fue
capaz de contrarrestar los efectos orexigénicos inducidos por AG en ratas (Figura 8). Estos resultados demuestran
que los fragmentos de UAG, tal como se definen en la presente memoria, que retienen la secuencia del nucleo
responsable de las acciones/actividades relacionadas con UAG también retienen sus efectos sobre los niveles de
AG. Como se explico anteriormente, existe un beneficio de inhibir el efecto de AG o sus niveles (por ejemplo,
disminucion del consumo de alimentos) en ciertos sujetos. Estos resultados demuestran un papel beneficioso para la
UAG en el tratamiento de pacientes con sindrome de Prader-Willi, en quienes los niveles elevados de AG estan
asociados a hiperfagia. Por lo tanto, la inhibicién de los niveles de AG y/o los efectos biolégicos debe dar como
resultado una disminucién del apetito y/o el consumo de alimentos.

La infusion de UAG disminuye los niveles de glucosa en plasma posprandial

Una infusion durante una noche de UAG deprimi6 significativamente los niveles de glucosa posprandial segin lo
evaluado por la monitorizacion continua de glucosa por iPro (Figuras 3A y 3B). El area bajo las curvas disminuy6
desde 1618 mmol/3 horas para la infusion de placebo hasta 1601 mmol/3 horas y 1540 mmol/3 horas para las
infusiones de 3y 10 mcg de UAG, respectivamente. Las Figuras 4A y 4B representan los resultados obtenidos como
cambios a partir de la linea base de glucosa pre-SBM. El area bajo las curvas disminuyé para las dosis de las
infusiones de 3y 10 mcg de UAG en comparacion con el placebo. Las Figuras 5A y 5B indican una disminucion en el
pico de glucosa en plasma después de la SBM cuando se administra UAG. Se puede observar una disminucion
global de los picos de glucosa en plasma posprandial en los sujetos (Figura 5B). En general, estos datos indican que
la administracion de UAG disminuye los niveles de glucosa en plasma posprandial en sujetos con T2DM.

La reduccion inducida por UAG de los niveles de AG y la relacion AG/UAG en plasma se correlaciona con la
reduccion de los niveles de glucosa.
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Los inventores pudieron demostrar la existencia de una correlacion entre los niveles de AG y/o los niveles de UAG
en ayunas y la respuesta glicémica después de la administracion de UAG utilizando un ensayo estandar de
glucoquinasa. Ademas de demostrar dicha correlacion, la Figura 6A muestra que cuanto mas elevados son los
niveles de AG en ayunas, mejor es el efecto hipoglucémico de la administracion de UAG. La Figura 6B también
muestra la misma correlacién y efecto utilizando las mediciones continuas de glucosa por iPro. La relacion AG/UAG
en ayunas también se correlaciona con la respuesta glicémica después de la administracién de UAG (Figura 6C).
Las relaciones AG/AUG mas altas se correlacionan con el mejor efecto hipoglucémico de la infusion de UAG
utilizando mediciones continuas de glucosa por iPro.

La infusion de UAG mejora la sensibilidad a la insulina.

La sensibilidad a la insulina en sujetos con T2DM se evalué usando el protocolo de la pinza hiperinsulinémica-
euglicémica como se muestra en la Figura 7A. En los pacientes que recibieron una pinza de insulina euglicémica
eficaz al comienzo de una infusién de placebo/UAG de 2,5 horas, el cambio del indice M desde la linea base
aumenté en 36% en el grupo de UAG frente al grupo de placebo (p = 0,02) (Figura 7B). Estos resultados demuestran
gue la infusion de UAG mejora la resistencia (sic) a la insulina en sujetos con T2DM.

Una infusién de UAG mas corta es suficiente para disminuir los niveles de AG en plasma

Los niveles de AG se midieron en sujetos con T2DM antes de la infusion de UAG y después de una infusion de UAG
de 2,5 horas de duracion. Los datos presentados en la Figura 7C muestran que el periodo de infusién de UAG
acortado fue suficiente para disminuir los niveles de AG en plasma. La Figura 7D indica los cambios en los niveles
de AG desde la linea base demostrando que un periodo de infusion de UAG corto es suficiente para disminuir los
niveles de AG en plasma.

Estos datos demuestran, entre otras cosas, que la administracion de UAG mejora los niveles de glucosa durante una
SBM por una reduccion de AG. También se observé una disminucién significativa en los niveles maximos de glucosa
después de las comidas. No se observaron cambios significativos en los niveles de insulina sérica durante la infusion
de dosis bajas y altas de infusiones de UAG (datos no mostrados), lo que indica que el control glicémico mejorado se
correlaciona con una sensibilidad mejorada a la insulina. Los datos también muestran que la administracion de UAG
mejora la hiperglicemia de una manera dependiente de la concentracion de ghrelina, lo que hace que los efectos de
la hipoglicemia de la UAG sean mas fuertes a mayores niveles de AG o a una mayor relacion AG/UAG.

Estos resultados son la primera indicacion de que la UAG es un potente inhibidor de los niveles de ghrelina, lo que
hace de UAG un fuerte candidato para el desarrollo de un inhibidor de ghrelina en el tratamiento de trastornos
metabdlicos.

Materiales y protocolos técnicos

Disefio del estudio - Estudio aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, iniciado por el investigador, en un
solo centro. Durante la primera visita se comprob6 el historial médico, el uso de medicacion y los signos vitales de
los sujetos. También se tomaron muestras de sangre para andlisis quimico y hematologico. El estudio consistio en
tres rondas de hospitalizacién (visitas 2, 3y 4) de dos dias cada una.

El primer dia comenzé aproximadamente a las 15:00 y continu6 hasta las 14:00 del dia siguiente. Los ocho sujetos
fueron divididos para el estudio en 3 grupos. Las dosificaciones utilizadas durante estas rondas fueron 3 mcg de
UAG/kg.h, 10 mcg de UAG/kg.h o solucidn de placebo/solucién salina preparadas por la farmacia del hospital y
entregada en 3 bolsas para cada sujeto. Ni los sujetos ni los investigadores conocian el medicamento administrado
en estas rondas. Se realizé entre los periodos de tratamiento un periodo de lavado de una semana.

Antes, durante y después del estudio se tomaron muestras de sangre para determinar AG, UAG, quimica,
hematologia y células CAC. Se tomaron también muestras de sangre via catéter i.v. para determinar la glucosa.
Para la monitorizacion continua de la glucosa, se coloc6 en el abdomen de los sujetos un monitor de glucosa
continuo (iPro2, Medtronic Trading, Paises Bajos). Durante cada visita se midieron el peso y la presion arterial. Se
realiz6 entre los periodos de tratamiento un periodo de lavado de al menos 1 semana.

Sujetos - Se incluyeron ocho sujetos (2 mujeres y 6 hombres; edad media 53 afios (con intervalo de 31 a 65 afios))
con un indice de masa corporal (BMI) medio de 31,5 kg/m® intervalo 26-36 kg/m® Siete de los ocho sujetos
utilizaron metformina diariamente. Todos los sujetos fueron diagnosticados con diabetes de tipo 2 durante al menos
3 meses antes de la inclusion. Se permitié la monoterapia con metformina durante al menos 3 meses antes de la
seleccién, pero el tratamiento con metformina se suspendié 1 dia antes del comienzo de cada periodo de
tratamiento. En la poblacion, el nivel medio de hemoglobina glicosilada (HbAlc) fue 52 mmol/mol, variando desde 48
mmol/mol hasta 57 mmol/mol (6,9%; intervalo de 6,5 a 7,4%) y el indice de masa corporal fue superior a 25 kg/mz.
Los criterios de exclusién consistieron en antecedentes o presencia de complicaciones a largo plazo de la diabetes
de tipo 2; anormalidades clinicamente significativas en la evaluacion de laboratorio en la selecciéon y el uso de
corticosteroides sistémicos en los 60 dias anteriores a la seleccion. Antes de la infusion, los sujetos recibieron dos
catéteres permanentes: el primer catéter se insertd antes del tratamiento; y el segundo catéter se insert6 antes de la
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SBM para la toma de muestras de sangre. El segundo catéter se mantuvo para la infusion lenta de solucién salina
isotonica.

Farmaco del estudio — La UAG utilizada en este estudio fue producida por Bachem AG, Hauptstrasse 144,
Bubendorf CH-4416, Suiza. La UAG se entregd como polvo liofilizado (viales que contenian 5 mg del farmaco) y se
conservo en la farmacia local de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Métodos de estudio - Las infusiones se realizaron en la unidad de investigacion clinica local durante 15 horas, desde
al 9 pm a 12 am. Cada volumen de solucién de UAG se filtré y se diluyé en solucién salina al 0,9% para obtener la
dosis apropiada para la administracién. El placebo consistié en solucion salina al 0,9%. La dosis se calcul6 en
funcién del peso del sujeto. Cada vial se reconstituyé con 5 mL de agua para inyeccion y se filtré a través de un filtro
de 0,22 um. Luego, la dosis se inyectd en una bolsa de 500 mL de NaCl al 0,9%. Se prepararon tres bolsas para
asegurar una infusion continua de 15 horas a 100 mL/hora.

La comida de desayuno estandar (SBM) consistia en:
3 rebanadas de pan de trigo;

3 porciones de margarina;

2 lonchas de queso (48% de grasa);

1 porcidén de mermelada

1 taza de leche entera 'y

1 huevo duro;

para un total de 714 kcal (17% de proteinas, 46% de grasa y 37% de carbohidratos). La SBM tenia que ser
consumida en 15 minutos, desde las 8:00 a.m. hasta las 8:15 a.m. En cada una de las 3 visitas, se evaluaron los
siguientes parametros de seguridad: hemoglobina, hematocrito, recuento de plaquetas, recuento de glébulos
blancos, recuento de gl6bulos rojos y diferencial y se determinaron utilizando Sysmex XE 2100, Firma Sysmex,
Ecustraat 11, 4879 NP Etten-Leur. Se determinaron acetato-aminotransfersa (AST), alanina-aminotransferasa (ALT),
fosfatasa alcalina, bilirrubina total, creatina-fosfoquinasa (CPK), lactato-deshidrogenasa (LDH), creatinina, urea,
amilasa, lipasa, &cido Urico, glucosa, colesterol, LDL, HDL, triglicéridos, sodio, potasio, calcio, cloruro, proteina y
albumina utilizando un aparato Hitachi Modular P800, Roche Transistorstraat 41, 1332 CK Almere. Los niveles de
glucosa en sangre se midieron utilizando un dispositivo de monitorizacion continuo de glucosa (Medtronic CGMS
iPro™ Continuous Glucose Recorder, Medtronic Trading; Paises Bajos) que estuvo insertado por via subcutanea
durante todo el periodo de tratamiento. Los niveles de glucosa en suero (utilizando el andlisis de glucoquinasa
interna) también se evaluaron cada 30 minutos y comenzando antes, y continuando durante 4 horas después de la
SBM. Durante el analisis por CGMS, a todos los sujetos se le tuvieron que realizar al menos cuatro analisis de
glicemia capilar al dia. Los datos recopilados se ingresaron en el monitor de CG-MS para obtener los coeficientes de
correlacion entre los valores de SMBG y CGMS. Todos los andlisis de SMBG se realizaron con un glucémetro digital
(Contour, Bayer). Los niveles de AG y UAG se evaluaron antes del comienzo de la infusién de la noche, 10 minutos
antes del comienzo y 30 minutos después de la SBM. Para preservar la acilacién de la ghrelina, se recogieron
muestras de sangre directamente en tubos con EDTA, luego, en 2 minutos, se afiadido 1 mL de EDTA-sangre a 1 mL
de solucioén conservante en hielo (HCI 0,0295 N que contenia NaCl 72 mM, NaF 58 mM, hidrocloruro de fluoruro de
4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo 4 mM) (un inhibidor de serina-proteasa irreversible, soluble en agua; AEBSF), pH
3,0, se prepar6 295 mOsm/Kg de plasma por centrifugacion a 4°C, luego se acidificé 1 mL con 100 pL de HCI 1IN y
se conservo a — 80°C hasta que se realizaron los ensayos.

El ensayo de ghrelina utilizé placas MSD ELISA de 96 pocillos (Meso Scale Discovery (MSD), Gaithersburg, MD,
EE.UU.) revestidas por incubacién con 30 plL/pocillo de anticuerpo de captura (D4 diluido hasta 1 ug/mL en PBS;
anti- -ghrelina C-terminal (Gutierrez et al., 2008 PNAS 105: 6320-6325)), durante la noche a temperatura ambiente.
Se retird el anticuerpo de captura y se bloquearon los pocillos con 150 puL de tampén de caseina (Pierce) durante 1
hora a temperatura ambiente con agitacion. Los patrones para AG y UAG se prepararon utilizando ocho diluciones
en serie 4x en un tampon de caseina a partir de 8 ng/mL y 30 ng/mL, respectivamente. El plasma conservado se
diluyé 1:1 en tampon de caseina. Se utilizaron placas separadas para la deteccion de AG y UAG. Los patrones y las
muestras (25 pL/pocillo) se cargaron en placas ELISA revestidas, y se incubaron a temperatura ambiente con
agitacion durante 2 horas, se lavaron 3x con PBS-T (150 pL/pocillo). Los anticuerpos de deteccion C2-4al y E8 (AG
N-terminal y UAG N-terminal, respectivamente) fueron sulfomarcados utilizando el protocolo estdndar de MSD.
Luego se diluyeron 1:10000 en caseina 0,2X/Tween 20 al 0,05% y se afadieron a placas con AG o UAG,
respectivamente, a 25 uL/pocillo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion. Las
placas se lavaron tres veces con PBS-T (150 pL/pocillo). Finalmente, se afiadieron a cada pocillo 150 uL de tampdén
de lectura 1X (MSD) y las placas se leyeron inmediatamente en un MSD Sector Imager 6000. Los valores de AG y
UAG para las muestras se calcularon por interpolacién de sus curvas patrones respectivas utilizando el programa
informatico Sector Imager.

Estudio con pinza - Estudio aleatorizado doble ciego de 2 tratamientos en 2 periodos de UAG frente a infusion de
vehiculo, evaluando una dosis (10 pg/kg/h) de UAG administrada por infusién intravenosa continua durante 2,5
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horas. En pacientes que recibieron una pinza de insulina euglicémica eficaz al comienzo de una infusion de
placebo/UAG de 2,5 horas.

Andlisis estadistico - Los analisis de los datos se realizaron con el Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La
Jolla, CA 92037. EE.UU.). Los resultados se dan en valores medios (+ SE). Las comparaciones se calcularon
utilizando comparaciones mdltiples de Bonferroni, pruebas de rango con signo de pares emparejados de Wilcoxon y
andlisis por ANOVA.

Con respecto a los datos experimentales presentados en la Figura 8, se alimentaron ratas Sprague-Dawley de 7
semanas, que pesaban entre 275 g y 300 g, con una dieta de pelets ad libitum y estaban alojadas individualmente en
jaulas de plastico. El experimento se realizd 2,5 horas después del comienzo del ciclo de luz en ratas alimentadas
libremente. A las ratas se le inyectaron i.p. simultaneamente vehiculo mas vehiculo, vehiculo + AG (13 pug/kg) o UAG
ciclizado (6-13) (SEQ ID NO: 25) (42 pg/kg) + AG (13 pg/kg). Inmediatamente después de la finalizaciéon de la
inyeccion i.p. a las ratas, se retir6 alimentacion ad libitum por la noche | y se reemplazé por 2 pelets para cada
animal, previamente pesados, colocados en la parte superior de la jaula. La ingesta de alimentos se calculé como la
diferencia entre el peso de los alimentos antes y después del periodo de alimentacién en cada intervalo de tiempo
(30 minutos, 1 hora y 2 horas). La ingesta de alimentos acumulada se calculé sumando los valores de los diferentes
periodos de tiempo.

Si bien la invencion se ha descrito en relacion con sus realizaciones especificas, se entendera que son posibles
modificaciones adicionales y esta solicitud pretende abarcar cualesquiera variaciones, usos o adaptaciones de la
invencion siguiendo, en general, los principios de la invencion e incluyendo desviaciones tales de la presente
descripcién como es practica conocida o habitual en la técnica a la que se refiere la invencién y como se puede
aplicar a las caracteristicas esenciales expuestas anteriormente, y como sigue en el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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<130> D31874

<150> 61/576,217
<151>15-12-2011

<160> 30
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
1 5

Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu
20 25

<210> 2

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
1 5

<210> 3

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His
1 5

Glu Ser

<210>4

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Gly Ser Ser Phe Leu
1 5

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys
10 15

Gln Pro Arg

Gln Arg Val Gln Gln
10

Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys
10 15

Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg

1 5

10
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<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln

1

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Glu His Gln Arg Val Gln

1

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Glu His Gln Arg Val

1

<210>9

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser

1

<210> 10

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Glu His Gln Arg

1

<210>11

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
His Gln Arg Val
1

<210>12

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser Pro Asp His Gln Arg Val Gln

1

<210> 13

5

5

5

5

5
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<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln
1 5

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Gly Pro Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 15

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Ala Pro Glu His Gln Arg Val Gln

1 5

<210> 16

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Ser Ala Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 17

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Ser Pro Ala His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 18

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Ser Pro Glu Ala Gln Arg Val Gln

1 5

<210>19

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Ser Pro Glu His Ala Arg Val Gln
1 5

<210> 20
<211>8
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20
Ser Pro Glu His Gln Ala Val Gln
1 5

<210> 21

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Ser Pro Glu His Gln Arg Ala Gln
1 5

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Ala
1 5

<210> 23

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ACETILACION

<400> 23
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln

1 5

<210> 24

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ACETILACION

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222>(2)..(2)

<223> D-amino acido

<400> 24
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 25

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
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<222> (1)..(8)
<223> Ciclico

<400> 25
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 26

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(6)

<223> Ciclico

<400> 26
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln
1 5

<210> 27

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ACETILACION

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(6)

<223> Ciclico

<400> 27
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln

1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ACETILACION

<400> 28
Ser Pro Glu His Gln Lys Val Gln

1 5

<210> 29

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
His Gln Arg
1

<210> 30
<211> 14
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Gln Gln Val Arg Gln His Glu Pro Ser Leu Phe Ser Ser Gly
1 5 10

22



10

15

20

ES 2705499 T3

REIVINDICACIONES

1. Fragmentos de ghrelina no acilada que consisten en el péptido que se expone en la SEQ ID NO: 6 o en la
SEQ ID NO: 25, y una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en el tratamiento del sindrome de
Prader-Willi en un sujeto que tiene niveles elevados de ghrelina.

2. Los fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso de la reivindicacion 1, en donde comprende
administrar una cantidad eficaz de dicho fragmento de ghrelina no acilada y su sal desde aproximadamente 0,001
Hg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg.

3. Los fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso de una de las reivindicaciones 1 o0 2, en
donde comprende administrar una cantidad eficaz de dicho fragmento de ghrelina no acilada y su sal desde
aproximadamente 1 pug/kg hasta aproximadamente 1 mg/kg.

4. Los fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso de una de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde dicho fragmento de ghrelina no acilada y sus sales farmacéuticamente aceptables se administran por una via
seleccionada del grupo que consiste en intravenosa, subcutanea, transdérmica, oral, bucal, sublingual, nasal e
inhalacion.

5. Los fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso de una de las reivindicaciones 1 a 4, en
donde los niveles elevados de ghrelina son niveles elevados de ghrelina circulante

6. Los fragmentos de ghrelina no acilada y sus sales para su uso de una de las reivindicaciones 1 a 5, en
donde el paciente fue identificado por:

- determinacion de un nivel de ghrelina circulante en el sujeto, y

- procesamiento del nivel de ghrelina circulante, al menos en parte, sobre la base de un nivel de referencia de
ghrelina circulante para obtener informacion que transmita si el nivel de ghrelina circulante es elevado.
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. Solucidn salina + solucién salina

. AG en rata (13 pg(kg) + solucidn salina
. AG en rata (13 pg/kg) + UAG ciclica (6-13) + (42 pg/ke)
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