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DESCRIPCION

Uso terapéutico de la proteina SMR1 asi como de los derivados activos de la misma.
Antecedentes de la invencion
(i) Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al uso terapéutico de una molécula de péptido derivada de los productos de ma-
duracién de SMR1 (proteina submandibular de rata 1).

(ii) Descripcion de la técnica relacionada

El desequilibrio hidro-mineral intracelular o sistémico del cuerpo de un mamifero, y mas especificamente del cuer-
po humano es la causa de multiples patologias que afectan al metabolismo y al comportamiento fisiolégico de diversos
organos y tejidos, tales como huesos, rifiones, paratiroides, pancreas, intestino, la mucosa glandular del estémago o la
prostata, asi como gldndulas salivares.

En el cuerpo de un mamifero, el mantenimiento de la relaciones potasio/sodio y magnesio/calcio de las transmem-
branas es de una importancia fundamental en el control de la excitacién celular y la regulaciéon de muchos aspectos del
metabolismo intracelular. Los tejidos mds activos, tal como nervios, higado y musculos tienen una relacién mayor de
potasio/sodio y magnesio/calcio que los tejidos inactivos, tales como la piel y los eritrocitos. Ademads, los tejidos mas
activos tienen un mayor contenido de fésforo que los tejidos inactivos, manteniendo el papel de ésteres de fosfato en
el metabolismo de energia celular.

Un humano adulto contiene aproximadamente 1.000 g de calcio (Krane et al., 1970). Sobre el 99% de este calcio
estd en el esqueleto en forma de hidroxiapatita, y el 1% esta contenido en los fluidos extracelulares y tejidos blandos.
Aproximadamente un 1% del contenido de calcio del esqueleto es libremente intercambiable con los fluidos extrace-
lulares. Aunque pequeflo como porcentaje del contenido del esqueleto, esta masa intercambiable es aproximadamente
igual al contenido total de calcio en los fluidos extracelulares y tejidos blancos, y sirven como un tampén o depdsito
importante de calcio. Asi, el calcio juega dos papeles fisiolégicos predominantes en el organismo. En los huesos, las
sales de calcio proporcionan la integridad estructural del esqueleto. En los fluidos extracelulares y en el citosol, la
concentracion de iones de calcio es de una importancia fundamental en el mantenimiento y el control de una serie
de procesos bioquimicos, y las concentraciones de Ca** en los dos compartimentos se mantienen con gran constan-
cia (Broadus, 1993). Otros iones minerales importantes tales como sodio, magnesio o fésforo estin profundamente
implicados en el equilibrio de iones minerales necesario para un buen metabolismo intra y extracelular. El término
equilibrio de iones minerales se refiere al estado de homeostasis mineral en el organismo en relacion con el ambiente.
En equilibrio cero, la entrada y la adicién mineral coinciden exactamente con las pérdidas minerales; en equilibrio
positivo, la entrada y la adicién mineral son mayores que las pérdidas minerales, y en equilibrio negativo, las pérdidas
minerales son mayores que la entrada y la adicién mineral. Bajo circunstancias normales la absorcién neta de calcio
proporciona un excedente de calcio que supera considerablemente los requerimientos sistémicos.

La masa extracelular de ortofosfato (aproximadamente 550 mg en humanos) estd en equilibrio dindmico con la
entrada y la salida de fésforo a través del intestino, huesos, rifiones y tejidos blancos. En equilibrio cero, la absorcién
fraccional de fésforo neta es aproximadamente dos tercios de la entrada de fésforo. Esta cantidad representa un vasto
exceso sobre los requerimientos sistémicos y se excreta de manera cuantitativa en la orina.

La masa extracelular de magnesio (aproximadamente 250 mg en humanos) estd en equilibrio bidireccional con los
flujos de magnesio a través del intestino, huesos, rifiones y tejidos blandos. En equilibrio cero, el magnesio derivado
de la absorcidn intestinal neta (aproximadamente 100 mg/dia en humanos) representa un excedente sistémico y se
excreta de manera cuantitativa.

Dos 6rganos estan principalmente implicados en la absorcién y la excrecidon de los diferentes iones minerales
del cuerpo: 1) Mecanismos hormonales y/o intrinsecos de absorcién de iones minerales en el intestino proporcionan
al cuerpo un suministro mineral que supera las necesidades minerales sistémicas en una medida considerable; 2) el
conducto renal juega el papel cuantitativo dominante en el mantenimiento de la homeostasis mineral normal.

Unos pocos metabolitos producidos de manera endégena ya han mostrado que participan de manera activa en el
mantenimiento del equilibrio de iones minerales en el cuerpo.

La 1,25-dihidroxivitamina D (también llamada calcitriol) es el tnico estimulo hormonal reconocido de absorcion
de calcio intestinal activa que se produce principalmente en el duodeno y el yeyuno (Lemann Jr J., 1993). En conse-
cuencia, se produce una absorcidn de calcio intestinal neta reducida cuando la entrada de calcio alimenticio es limitada,
cuando las concentraciones de suero de 1,25-dihidroxivitamina D son bajas o cuando el intestino no responde a esta
hormona. Por el contrario, se produce una absorcién de calcio intestinal aumentada cuando las concentraciones de
suero de 1,25-dihidroxivitamina D son altas. Asi, los defectos en la regulacién de la concentracién de 1,25-dihidroxi-
vitamina D en el suero pueden provocar desérdenes mayores que reducen o mejoran la absorcion de calcio intestinal
y provocan un estado patolégico. La 1,25-dihidroxivitamina D también influencia en la entrada de fosfato al cuerpo.
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Un segundo factor endégeno implicado en el equilibrio de iones minerales es la hormona paratiroides (PTH). La
hormona paratiroides (PTH). La hormona paratiroides regula el nivel de calcio, y fosfato en la sangre modulando la
actividad de las células especificas en los huesos y los rifiones. Estas acciones sirven para: 1) estimular la reabsorcién
de calcio y fosfato de los huesos; 2) estimular la reabsorcién de calcio e inhibir la reabsorcion de fosfato del filtrado
glomerular; y 3) estimular la sintesis renal de la 1,25-dihidroxivitamina D, aumentando asi la absorcién intestinal de
calcio y fosfato.

Un tercer factor endégeno que interviene en el equilibrio de los iones minerales es la calcitonina. La calcitonina
(CT) es un péptido 32-amino-acido que se secreta principalmente mediante las células C tiroidales (Deftos, 1993).
Este efecto bioldgico principal es inhibir la resorcién osteoclastica de los huesos. Esta propiedad ha llevado al uso de
la CT para desérdenes caracterizados por una resorcién de huesos aumentada, tal como la enfermedad de Pager, la
osteoporosis y para la hipercalcemia de malignidad. La secrecién de CT se regula plenamente mediante el calcio en la
sangre y de manera cronica mediante el género y quizds la edad. La calcitonina se metaboliza mediante los rifiones y
el higado. La secuencia de aminodacidos de la CT se conserva ampliamente a lo largo de la evolucidn, desde los peces
a los mamiferos.

Los defectos en el equilibrio de los iones minerales son la causa de multiples desérdenes que afecta a los huesos,
los rifiones, el intestino, el pancreas, los tejidos dentales (esmalte o marfil), o la mucosa estomacal.

Un desequilibrio de iones minerales afecta a la capacidad de remodelacién de los huesos, que provoca desér-
denes tales como osteoporosis o afecta a la capacidad de resorcion de los huesos, tal como en la enfermedad de
hiperparatiriodismo. El sistema de remodelacién 6seo se ha caracterizado en numerosas publicaciones en el pasado
reciente (Parfitt, 1986). La remodelacién 6sea se produce en superficies dseas trabeculares o Harvesian. La prime-
ra etapa es la activacion de los precursores de osteoclastos para formar osteoclastos que a continuacién empiezan a
excavar una cavidad sobre una superficie. Después de la retirada de los tejidos 6seos (0,05 mm?® aproximadamen-
te), el lugar permanece quiescente durante un corto periodo de tiempo, después de lo cual se produce la activacién
de los precursores de los osteoblastos en el lugar y se rellena la excavacién. Este proceso sirve para varias fun-
ciones, entre las mismas la retirada del tejido 6seo envejecido y microdafiado y la redisposicion de la arquitectura
Osea para satisfacer las necesidades de soporte mecanico. Con el uso diario normal del esqueleto, la pérdida dsea,
la acumulacién anormal de microdafios, o los errores en la geometria solamente pueden ocurrir solamente a tra-
vés de defectos en este sistema, por ejemplo un defecto en el equilibrio de iones minerales. La osteoporosis es un
asunto de salud publica importante y, en consecuencia, hay una gran necesidad de nuevas moléculas terapéuticas
que serdn capaces de regular el equilibrio de iones minerales en el cuerpo y, si es posible, mds eficientes y mas
selectivas (especificas para el objetivo) que las moléculas actuales usadas en la terapia, tales como oestrégeno y
calcitonina. Otras enfermedades de absorcidn o resorcion Osea puede estar causadas por defectos en el metabolis-
mo de iones minerales renal o gastrointestinal, tal como osteodistrofia o incluso provocadas por una insuficiencia
pancredtica.

El hiperparatiroidismo primario en una causa muy comun de hipercalcemia, con estimaciones de incidencia tan
altas como de 1 de cada 500 a 1 de cada 1000 (Bilezikian, 1990). El hiperparatiroismo es una hipercalcemia que se
produce en asociacion con niveles elevados de hormona paratiroide, a menudo provocado por un adenoma solitario
benigno.

La hipercalcemia puede ser el resultado de otros desérdenes diferentes, tales como sindromes hiperparatirodes
familiares (Szabo J. et al., 1993), hipercalcemia hipocalcidrica familiar (Marx S.J., 1993), hipercalcemia debido a
estados malignos (Stewart A.F., 1993; Mundy G.R., 1993) o debido a desdérdenes que forman granulomas (Adams,
J.S., 1993).

Por otro lado, los defectos en el equilibrio de iones minerales pueden provocar hipercalcemia que se encuentran en
enfermedades asociadas con una baja concentracion de albimina en suero o también con hipoparatiroidismo idioméa-
tico. La propio hipocalcemia a veces es debida a hipomagnesemia o hiperfosfatemia, o a una secrecién reducida de la
hormona paratiroide (Shane E., 1993) o también a desérdenes de vitamina D (Insogna K.L., 1993).

Los tejidos dentales también pueden estar afectados en el caso de un defecto en la mineralizacién y formacién del
marfil y esmalte dental. El pancreas es también un érgano muy sensible a un defecto en el equilibrio iénico mineral,
que puede provocar una inflamacién llamada pancreatitis. Incluso la glandula submandibular puede verse afectada,
provocando un estado patolégico de litiasis que estd asociada con depdsitos de calcio. El rifién también puede verse
afectado, provocando el desarrollo de nefrolitiasis.

De la misma manera, la acumulacién de aluminio en pacientes urémicos estd asociada con una enfermedad 6sea,
que se caracteriza por una formacion ésea reducida que provoca osteodistrofia (Sherrard ef al., 1988).

Otros dos problemas de preocupacion de la salud publica son respectivamente una hipercalcemia resultante de
medicaciones (Stewart, 1993) y los sindromes de resistencia de hormona paratiroide (Levine, 1993).

Debido a los miltiples desérdenes provocados por una disminucién o un aumento del metabolismo iénico mineral
(principalmente iones de calcio, magnesio, fésforo o aluminio) y el nimero muy pequefio de moléculas que son, hasta
la fecha, de valor terapéutico en la prevencién o en el tratamiento de los estados patoldgicos descritos anteriormente,
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existe una gran necesidad publica de nuevas moléculas activas que sean capaces de regular las concentraciones i6nicas
minerales en el interior del cuerpo.

Los inventores han caracterizado previamente una nueva proteina de gldndula submandibular de rata, llamada
SMRI1 (proteina submandibular de rata 1), que tiene la estructura de una prohormona y cuya sintesis es bajo control
andrégeno (Rosinsky-Chupin et al., 1988 y solicitud de patente PCT WO 90/03981). El gen que codifica la SMR1
pertenece a una nueva familia multigénica, la familia VCS, que se ha localizado en el cromosoma 14, bandas p21-
p22 (Courty et al., 1996; Rosinsky-Chupin et al., 1995) y para el que se ha caracterizado el gen humano contrapuesto.
El gen tiene una organizacion similar a una serie de genes precursores de hormonas (Rosinsky-Chupin et al., 1990).
SMR1 ARNm se expresa de una manera muy especifica del tejido, edad y sexo en las células acinares de la glandula
submaxilar (SMG) de rata macho y en la préstata (Rosinsky-Chupin et al., 1993).

Se ha descrito que, en vivo, la SMR1 se procesa de manera selectiva en pares de sitios aminodcidos bdsicos
de una manera especifica del tejido y el sexo para producir productos péptidos maduros, de una manera similar a
la trayectoria de maduracién de los precursores de hormonas péptidas (Rougeot et al., 1994). Generalmente, esta
fragmentacién proteolitica selectiva se ha mostrado que es critica para la generacion de péptidos biolégicamente
activos (Lindberg et al., 1991; Steiner et al., 1992). La biosintesis de los péptidos generados a partir de SMR1 o a
partir de su contrapuesto humano mediante divisién en pares de residuos de arginina, por ejemplo el undecapéptido:
VRGPRRQHNPR; el hexapéptido: RQHNPR; y el pentapéptido: QHNPR, estd sometida a trayectorias reguladoras
distintas dependiendo de 1) el érgano: SMG y prostata, 2) la etapa de desarrollo: a partir de 6 semanas después del
nacimiento, 3) el sexo: predominantemente en el macho, y 4) hormonas de las génadas: los andrégenos. Ademas,
en vivo, los péptidos maduros que se acumulan en la SMG de la rata macho, se exportan al espacio extracelular
en respuesta a un estimulo externo especifico y, de esta manera se transportan a los fluidos salivares y sanguineos
(Rougeot et al., 1993). El hecho de que estos péptidos se producen principalmente en las ratas macho postpubescentes
y se segregan a la saliva y la sangre bajo condiciones estimuladas, lleva a postular que tienen un papel fisiolégico local
y sistémico en la mediacién de algunas caracteristicas de comportamiento especificamente en los machos, pero este
papel era totalmente desconocido.

Descripcion y objetivos de la invencion

Los inventores han descubierto ahora que los productos de maduracién de la proteina SMR1, especificamente un
péptido de férmula estructural XQHNPR reconocen sitios objetivo especificos en 6rganos que estdn profundamente
implicados en la concentracién de iones minerales. Este descubrimiento han llevado a los inventores a asignar al
pentapéptido, hexapéptido o undacapéptido de SMR1 un papel activo en la regulacion de las concentraciones de iones
metdlicos en los fluidos y tejidos corporales, y asi un papel terapéutico de estos péptidos en todos los desérdenes
metabdlicos relacionados con un desequilibrio de iones minerales.

Asi, la presente invencion se refiere al uso terapéutico del péptido de férmula estructural XQHNPR en el que X
indica un dtomo de hidrégeno o X representa una cadena de aminodcido elegida entre las siguientes: X =V o X =
VR 0 X = VRG 0 X= VRGP 0 X = VRGPR o0 X = VRGPRR, para evitar o tratar enfermedades provocadas por un
desequilibrio de iones minerales en un mamifero, especificamente en humanos.

Mas particularmente, un objetivo de la presente invencién es el uso de los péptidos terapéuticos descritos ante-
riormente para el tratamiento de desérdenes de los huesos, dientes, renales, rifiones, intestino, pancreas, mucosa del
estdmago o paratiroides provocados principalmente por un desequilibrio de iones minerales en los fluidos o tejidos del
cuerpo.

En consecuencia, los péptidos terapéuticos segin la presente invencion se usan para evitar o tratar enfermedades
como el hiper o el hipotiroidismo, la osteoporosis, la pancreatitis, la litiasis glandular submandibular, la nefrolitiasis o
la osteodistrofia.

El descubrimiento de la actividad terapéutica de la proteina SMR1 y sus péptidos derivados, asi como sus objetivos
fisiolégicos en vivo han permitido a los inventores disefiar nuevas moléculas que se pueden considerar como derivados
bioldgicamente activos de los péptidos terapéuticos descritos anteriormente.

Estos derivados bioldgicamente activos de los péptidos terapéuticos segtn la invencién son péptidos que estdn
estructural y quimicamente relacionados con el XQHNPR, tal como péptidos que tienen la misma secuencia de ami-
noécidos que los péptidos iniciales pero que contienen uno o mas aminoédcidos modificados que pueden conferir una
mejor estabilidad en vivo a la molécula terapéuticamente activa y que posee la misma actividad biolégica que el
péptido endégeno o que se comporta como una molécula antagonista del péptido endégeno.

Asi, el uso terapéutico de los péptidos que son homdlogos al péptido XQHNPR es también parte de la presente
invencién. Mediante péptido homdlogo segiin la presente invencién se indica un péptido que contiene una o varias
sustituciones de aminodcido en la secuencia XQHNPR. La sustitucién de aminodcido consiste en el reemplazo de uno
0 mds aminodcidos consecutivos o no consecutivos mediante aminoacidos “equivalentes”. La expresiéon aminodcido
“equivalente” se usa aqui para indicar cualquier aminodcido que se puede sustituir por uno de los aminodcidos que
pertenecen a la estructura del péptido inicial sin modificar las propiedades de hidrofilicidad y el objetivo bioldgico
de la estructura del péptido inicial. Preferiblemente, los péptidos que contienen uno o varios aminoacidos “equivalen-
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tes” retienen sus propiedades de especificidad y afinidad en los objetivos biolégicos del péptido XQHNPR. En otras
palabras, los aminodcidos “equivalentes” son aquellos que permiten la generacién o la obtencién de un polipéptido o
péptido con una secuencia modificada respecto a la XQHNPR, siendo capaz dicho polipéptido o péptido modificado
de actuar como un agonista o una molécula antagonista del péptido XQHNPR.

Estos aminodcidos equivalentes se pueden determinar mediante su homologia estructural con los aminodcidos
iniciales que se han de reemplazar y mediante su actividad bioldgica sobre las células objetivo del péptido XQHNPR.

Como ejemplo ilustrativo, debe mencionarse la posibilidad de realizar sustituciones como, por ejemplo, leuci-
na por valina o isoleucina, 4cido aspartico por 4cido glutdmico, glutamina por asparagina, arginina por lisina, etc.,
entendiéndose que las sustituciones inversas estdn permitidas en las mismas condiciones.

Mediante aminodcido modificado segiin la presente invencidn también se indica el reemplazo de un residuo en la
forma L por un residuo en la forma D o el reemplazo del residuo de glutamina (Q) por un compuesto de acido Pyro-
glutdmico. La sintesis de los péptidos que contienen por lo menos un residuo en la forma D se describe, por ejemplo,
por Koch et al. en 1977.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Autoradiografias de cuerpo entero representativas de una rata macho de cinco semanas de vida, 60
minutos después de inyeccion i.v. de pentapéptido *H derivado de SMR1 (2 ug o 3 nmoles/100 g de peso corporal). A:
seccion sagital lateral, y B: seccion media sagital.

Las secciones de 20 um se expusieron durante 15 dias con hiperfilm 3H. Las zonas negras corresponden a una
alta retencion de radiactividad. La mayor concentracion de granos de plata se aprecia en la medular renal externa, la
mucosa glandular gastrica, los 16bulos pancredtico y submandibular, asi como en los tejidos 6seos visibles (base del
craneo, costilla, vértebras y extremidad) y el tejido dental.

Figura 2. Mapeado representativo de los érganos objetivo para pentapéptido *H derivado de SMR1 usando el
generador de imdgenes de S-radio de alta resolucién.

A: seccion sagital media, y B: seccién sagital lateral de todo el cuerpo de la rata, 60 minutos después de la inyeccién
de 3 nmoles o 2 ug de péptido tritiado.

Las secciones de 20 um se expusieron durante 8 horas. Las zonas rojas corresponden a una alta retencién de
radiactividad. La mayor concentracién de radiactividad se aprecia en la medular externa renal, la mucosa glandular
gdstrica, los 16bulos pancredtico y submandibular, asi como en los tejidos 6seos visibles (base del craneo, costilla,
vértebra y extremidad) y el tejido dental.

Figura 3. Perfil cuantitativo de radiactividad en varios tejidos después de la administracién de 2 ug o 3 nmoles de
pentapéptido *H (QHNPR), 60 minutos después de la dosis. Se determiné la cuantificacién directa usando el generador
de imagenes de B-radio en secciones sagitales de todo el cuerpo. El nimero de particulas 8 emitidas por area se contd
durante 8 horas, y se expresé en cuentas/mm?. La determinacion de las diferencias regionales cuantitativas se realizé
con andlisis de imagen ayudado con ordenador usando el programa de visién 3. Las barras representan medio + SD
de las determinaciones triplicadas a partir de la misma estructura y dos secciones de todo el cuerpo.

Figura 4. Perfil cuantitativo de radiactividad en varios tejidos después de la administraciéon de 100 pmoles de
hexapéptido *H, 60 minutos después de la dosis 0 mds 100 nmoles de péptido no marcado en unién especifica.

La cuantificacion se determiné usando un espectrémetro y se calculé como cpm/mg de proteina a partir de todos
los extractos del tejido.

Figura 5. Perfil cuantitativo de radiactividad en varios tejidos después de la administracién de 5 pmoles de unde-
capéptido 1 (VRGPRRQHNPR), 10 minutos después de la dosis 0 mds de 100 nmoles de péptido no marcado en
unién no especifica.

La cuantificacién se determiné usando un espectrémetro gamma y se calculé como cpm/g de tejido.

Figura 6. Perfil representativo del transcurso del tiempo de niveles de plasma de pentapéptido derivado de SMR1,
en ratas macho, después de una sola inyeccién intravenosa de 110 ng de pentapéptido tritiado.

La fraccién de péptido libre de plasma se midi6 después de purificacién RP porapak Q (valores son media + SD de
2 ratas) y la fraccion de pentapéptido libre después de cromatografia RP HPLC, tal como se describe en “materiales y
procedimientos”.

Figura 7. Fotomicrografia sobre campo claro de autoradiografia de retencion celular de pentapéptido *H en vivo
en secciones de varios 6rganos, incluyendo A: médula externa del rifién, B: mucosa géstrica glandular, C: 16bulos
pancredticos, D: raiz de incisivo superior, E: hueso vertebral, F: hueso largo proximal tibia.
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Las imdgenes sobre campo claro representan secciones de 5 um de radiomarcaje. 60 minutos después de la inyec-
cién de concentraciones fisioldgicas de péptido tritiado (160 ng). Las secciones se tifieron con azul de hematoxilina y
toluidina para verificar los detalles microanatémicos y se fotografié con una magnificacién de impresion final de 400X
(A, B, D, E, F) y 600X (C).

Figura 8. A: Mapeado de la distribucion renal de pentapéptido *H usando el generador de imagenes de radio 8 de
alta resolucién. Radiomarcado en vivo, 60 minutos después de la inyeccién de concentraciones fisioldgicas de péptido
tritiado (160 ng) (A-1), o mds exceso 100-pliegue de péptido no marcado en unién no especifica (A-2). Las secciones
de 5 um se expusieron durante 50 horas. La zona blanca corresponde a la mayor concentracién de radiactividad.

B: Cuantificaciéon de radiactividad en el rifion después de 60 minutos de la administraciéon de concentraciones
fisiolégicas de pentapéptido *H en vivo 0 mds un exceso de 100-pliegue de péptido correspondiente no marcado.

El contenido de radiactividad se midi6 directamente con un espectrémetro 8y se calculé como cpm/mg de proteina
a partir de todas las secciones de 20 um de tejido (B-2) o a partir de todos los extractos de tejido (B-1) o con un
generador de imagenes de radio 8 y calculado como cuenta X100/mm? a partir de secciones de 5 um (B-3-1). La
determinacion de las diferencias regionales cuantitativas se realizé con un andlisis de imagen ayudada por ordenador
usando el programa de visién 8. (B-3-2 y B-3-3).

Figura 9: perfil cuantitativo de radiactividad de diferentes fracciones de preparaciones de la membrana de la médula
externa del rifidn.

Figura 10: Isoelectroenfoque (IEF) de las proteinas de la membrana de la médula externa del rifién solubilizada
con SB14 1% y SB201 1 M.

Figura 11: Tamiz molecular (Superdex 200) de las fracciones resultantes del isoelectroenfoque de preparaciones
de la membrana solubilizadas de 1la médula externa del rifién.

Figura 12: Perfil de cromatografia correspondiente a la figura 10 con una densidad 6ptica en 274 nm, y resultante
del fraccionamiento a 0,75 ml/min.

Fracciones de isoelectroenfoque de las preparaciones de membrana solubilizada de la médula externa del rifidn.
Figura 13: Calibracién del Superdex 200.

Figura 14: Cromatografia de liquido de fase inversa FPLC C3 (Rep RPC, Pharmacia).

Fracciones IEF de preparaciones de membrana de médula externa de rifién.

Figura 15: Perfiles de cromatografia FPLC RP-18 de radiactividad, densidad 6ptica a 280 nm, concentracién de
acetonitrilo y fraccionamiento a 0,75 ml/min.

Cromatograma representativo de fracciones IEF de preparaciones de membrana solubilizada de médula externa de
rifién.

Figura 16: Perfil de iosoelectroenfoque preparativo de preparaciones de membrana solubilizadas en SB14/SB201
de médula externa de rifidn.

Figura 17: Preparaciones de membrana de 16bulos pancredticos solubilizadas en SB14/SB201.

Figura 18: IEF de preparaciones de membrana de mucosa gastrica glandular solubilizada en SB14/SB201.
Figura 19: IEF de preparaciones de membrana de matriz trabecular ésea solubilizada en SB14/SB201.
Figura 20: IEF de proteinas de membrana de matriz dental solubilizada en SB14/SB201.

Figura 21: Tamiz molecular (Superdex 200) de fracciones citosélicas y de membrana de médula externa de rifién
solubilizada en detergente.

Figura 22: Perfiles de cromatografia correspondientes a la figura 21 de OD a 274 nm y fraccionamiento a 0,75
ml/min.

A: fraccion de membrana solubilizada
B: fraccién citosdlica de médula externa de rifion

Figura 23: Perfil de tamiz molecular (Superdex 200) de fracciones de membrana pancredtica solubilizadas en
SB14/SB201.
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Figura 24: Perfil de tamiz molecular (Superdex 200) de proteinas de membrana de mucosa gastrica glandular
solubilizada en SB14/SB201.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Los péptidos usados segun la presente invencién se pueden preparar de una manera convencional mediante sinte-
sis de péptido en fase liquida o sélida mediante acoplamientos sucesivos de los diferentes residuos de aminodcidos
que se incorporan (a partir del extremo N-terminal al extremo C-terminal en fase liquida, o a partir del extremo C-
terminal al extremo N-terminal en fase s6lida) en donde los extremos N-terminal y las cadenas laterales reactivas estan
previamente bloqueadas por grupos convencionales.

Para la sintesis de fase sélida se puede usar en particular la técnica descrita por Merrifield. Alternativamente,
también se puede usar la técnica descrita por Houbenweyl en 1974.

Para producir una cadena de péptido usando el proceso Merrifield, se usa un polimero de resina muy porosa, sobre
el que se fija el primer aminodcido C-terminal de la cadena. Este aminoécido se fija a la resina mediante sus grupos
carboxil y se protege su funcién amina, por ejemplo, mediante el grupo t-butiloxicarbonil.

Cuando el primer aminoédcido C-terminal se fija asi a la resina, el grupo de proteccion se retira de la funcién amina
lavando la resina con un dcido. Si el grupo de proteccion para la funcién amina es el grupo t-butiloxicarbonil, se puede
eliminar tratando la resina con 4cido trifluoroacético.

El segundo aminodacido que suple el segundo residuo de la secuencia deseada se acopla a continuacién a la funcién
amina desprotegida del primer aminoécido terminal-C fijado a la cadena. Preferiblemente, la funcién carboxil de
este segundo aminodcido se activa, por ejemplo, usando diciclohexilcarbodiimida, y la funcién amina se protege, por
ejemplo, usando t-butiloxicarbonil.

De esta manera, se obtiene la primera parte de la cadena de péptido deseado, que comprende dos aminoécidos,
cuya funcién de amina terminal se protege. Como antes, la funcién amina se desprotege y el tercer residuo se puede
fijar a continuacion, bajo similares condiciones, a las usadas en la adicién del segundo amino4cido terminal-C.

Asi, se fijan los aminoédcidos que son para formar la cadena de péptido, uno después del otro, al grupo amina, que
cada vez se desprotege previamente, a la porcién de la cadena de péptido ya formada, que se fija a la resina.

Cuando estd formada toda la cadena de péptido deseada, se eliminan los grupos protectores a partir de los diferentes
aminodcidos que constituyen la cadena de péptido y el péptido se separa de la resina, por ejemplo usando acido
hidrofluénico.

Los péptidos asi sintetizados también pueden ser un polimero del péptido XQHNPR, que contiene de 2 a 20
unidades de mondmero de la secuencia de aminodcido XQHNPE, preferiblemente de 4 a 15 unidades de mon6émero
y mds preferiblemente de 5 a 10 unidades de monémero. Los polimeros se pueden obtener mediante la técnica de
Merrifield o cualquier otro procedimiento de sintesis de polimero de péptido convencional bien conocido por un
experto en la materia.

Los péptidos asi obtenidos se pueden purificar, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento,
tal como HPLC de fase inversa y/o intercambio catiénico, tal como describe Rougeot ez al. en 1994.

Los péptidos usados en el procedimiento terapéutico segun la presente invencién también se puede obtener usando
procedimientos de ingenieria genética. La secuencia de dcido nucleico del ADNc que codifica la proteina SMR1 de
aminodcido 146 completa se ha descrito en la solicitud de patente PCT WO 90/03891 (Rougeon et al.). Para los
derivados de péptido biolégicamente activos del XQHNPR, un experto en la materia se referira a la literatura general
para determinar que codones adecuados se pueden usar para sintetizar el péptido deseado.

Para la expresion genética del péptido XQHNPR, se puede usar la siguiente secuencia de nucleétido, basada en el
uso general del codén en mamiferos:

Péptido \Y% R G P R R Q H N P
RDNAGTC AGA GGC CCA AGA AGA CAA CAT AAT CCT AGA

o0 una secuencia hibrida con la secuencia anterior bajo condiciones astringentes y que codifica un péptido que tiene
cualitativamente la misma actividad de regulacién de iones minerales que el péptido QHNPR.

Mediante condiciones de hibridacion astringente segtn la presente invencion, se indican las siguientes condiciones:

La etapa de hibridacién se realiza a 65°C en presencia de 6 x SSC, solucién 5 x Denhardt, 0,5% SDS y 100 pg/ml
de ADN de esperma de salmon. Las etapas de lavado consisten en:
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- lavar dos veces durante 5 minutos a 65°C en un tamp6n de 2 x SSC y 0,1% SDS;
- lavar una vez durante 30 minutos a 65°C en un tampé6n de 2 x SSCy 0,1% SDS;
- lavar una vez durante 10 minutos a 65°C en 0,1 x SSC y 0,1% SDS.

La expresion del polinucleétido que codifica el XQHNPR se puede optimizar, segin el organismo en el que la
secuencia se ha de expresar y el uso del codén especifico de este organismo (mamifero, planta, bacteria, etc.). Para
las bacterias y las plantas, respectivamente, los usos del codén general se pueden encontrar en la solicitud de Patente
Europea EP-0 359 472 (Mycogen).

Ahora es facil producir proteinas en altas cantidades mediante técnicas de ingenierfa genética usando, como vecto-
res de expresion, plasmidos, fagos o fagémidos. Los nucleétidos que se codifican para los polipéptidos de la presente
invencidn se insertan en un vector de expresion apropiada para producir el polipéptido de interés in vitro. En conse-
cuencia, la presente invencién también abarca la produccién mediante técnicas de ingenieria genética de la proteina
SMRI1 o uno de sus productos de maduracién. La proteina SMR1 (que se puede considerar como el precursor de los
diferentes productos de maduracién) se procesa mediante furina. La furina es una convertasa a modo de subtilisina
implicada en el procesamiento endoproteolitico de postranslacién de varias pro-hormonas. Asi, la furina puede usarse
ventajosamente en combinacion con un precursor del péptido XQHNPR para obtener el correspondiente producto de
maduracion.

Asfi, un procedimiento para la produccién de la proteina SMR1 o uno de sus productos de maduracién tal como
un péptido XQHNPR de la invencién, o también un péptido que contiene aminoacidos “equivalentes” tal como se ha
descrito anteriormente comprende las etapas de:

a) amplificar opcionalmente el dcido nucleico que se codifica para el polipéptido deseado usando un par de ini-
ciadores especificos para la SMR1 gendmica o secuencia de ADNc (mediante SDA, TAS, 3SR NASBA, TMA, LCR,
RCR, CPR, replicasa Q-beta o PCR);

b) insertar el 4cido nucleico que se codifica para la proteina SMR1 de interés en un vector apropiado;

¢) insertar el dcido nucleico que se codifica para la furina en un vector adecuado, siendo dicho vector el vector de
la etapa b) o siendo dicho vector un vector diferente del vector de la etapa b);

d) cultivar, en un medio de cultivo apropiado desprovisto de suero, una célula hospedadora previamente transfor-
mada o transfectada con el vector recombinante de la etapa b) o c);

e) cosechar el medio de cultivo as{ acondicionado y la célula hospedadora, por ejemplo lisando la célula hospeda-
dora mediante sonicacién o mediante choque osmotico;

f) separar o purificar, a partir del medio de cultivo, o a partir del pellet de la célula hospedadora lisada resultante,
el polipéptido de interés asi producido;

g) caracterizar el péptido de interés producido;

h) opcionalmente ensayar para el reconocimiento especifico del péptido mediante un anticuerpo policlonal o mo-
noclonal dirigido contra el péptido XQHNPR, especificamente contra el péptido QHNPR.

Un vector adecuado para la expresion de la proteina SMR1 y la proteina de convertasa definida anteriormente se
un vector baculovirus que se puede propagar en células de insectos y en lineas de células de insectos. Un sistema de
vector hospedador adecuado especifico es el vector de transferencia baculovirus pVL1392/1393 (Pharmingen) que se
usa para transfectar la linea de célula SF9 (ATCC N°CRL 1711) que se deriva de la Spodoptera frugiperda.

Otro vector adecuado para realizar el proceso descrito anteriormente es un vector de virus de vacuna. En esta
realizacién especifica, se usan BSC-40 o LoVo para las etapas de transfeccion y cultivo.

La purificacién de la proteina recombinante se puede realizar mediante el paso sobre una columna de cromatografia
de afinidad de niquel o cobre. La columna de cromatografia de niquel puede contener la resina Ni-NTA (Porta et al.,
1975).

La reaccién de amplificacién PRC fue descrita por Saiki ef al. en 1985; la técnica SDA fue descrita por Walter et
al. en 1992 y fue mejorada por Spargo et al. en 1996; la reaccion de amplificaciéon TAS fue descrita por Kwoh et al.
en 1989; la técnica 3SR fue descrita por Guatelli ez al. en 1990; la técnica NASBA fue descrita por Kievitis et al. en
1991; 1a reaccién LCR fue descrita por Landergen en 1991 y fue mejorada por Barany et al. en 1991; la técnica RCR
fue descrita por Segev en 1992; la técnica CPR fue descrita por Duck ez al. en 1990.
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Ref Co-transfeccion con convertasa. XXX

Los péptidos producidos mediante procedimientos de ingenieria genética segun la invencién se pueden caracterizar
por unirse sobre una columna de cromatografia de inmunoafinidad sobre la que se han inmovilizado previamente
anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos a XQHNPR.

Mas preferiblemente, el péptido de valor terapéutico contenido en las composiciones terapéuticas segtin la presente
invencion se purifica mediante HPLC tal como se describi6 por parte de Rougeot et al. en 1994. La razén para preferir
este tipo de purificacion del péptido o proteina es la falta de productos laterales encontrados en las muestras de elucion.

Los anticuerpos se pueden preparar a partir de hibridomas segun la técnica descrita por Kohler y Milstein en 1975.
Los anticuerpos policlonales se pueden preparar mediante inmunizacién de un mamifero, especialmente un ratén o un
conejo, con un péptido segtin la invencidén que se combina con un adyuvante de inmunidad, y a continuacién mediante
la purificacién de los anticuerpos especificos contenidos en el suero del animal inmunizado sobre una columna de
cromatografia de afinidad sobre la que se ha inmovilizado previamente el péptido que se ha usado como antigeno. Una
técnica para preparar y usar una columna de cromatografia de inmunoafinidad fue descrita, por ejemplo, por Bird et
al. en 1984.

Una realizacion preferida para preparar anticuerpos que se enfrentan contra la proteina SMR1 o sus productos
de maduracién se describe a continuacién, usando el pentapéptido QHNPR como ejemplo. Brevemente, el péptido
QHNPR se conjuga a albimina de huevo (Calbiochem) usando el procedimiento de benzidina-bis-diazotada descrito
por Gregory et al. en 1967, siendo la relacién de residuos de péptido respecto a una molécula de ovalblimina de 5:1.
Se inyectan conejos en tiempo 0 con 1 mg del péptido conjugado. Dos meses después de la primera inyeccidn, los
animales son inyectados con 0,5 mg de péptido conjugado y se realiza una tercera inyecciéon de 0,5 mg del mismo
péptido entre dos y cuatro meses después de la segunda inyeccién. Se cosecha antisuero entre dos y cuatro semanas
después de la tercera inyeccion de péptido conjugado y opcionalmente se purifica sobre una columna de cromatografia
de afinidad tal como se ha descrito previamente. Preferiblemente, la inyeccién es una inyeccién en mdltiples punto
intradérmica; generalmente se realizan diez puntos de inyeccion.

Otros derivados biolégicamente activos de los péptidos terapéuticos de la invencién consisten en moléculas que
estan estructural y/o quimicamente no relacionadas con los péptidos enddgenos, pero estdn vinculadas a los mismos
objetivos especificos y tiene una actividad agonista o antagonista. Preferiblemente, los derivados biolégicamente acti-
vos de los péptidos terapéuticos usados en el procedimiento terapéutico de la presente invencion estan dotados de una
vida media in vivo més larga que sus homoélogos endégenos naturales.

Los procedimientos que permiten a un técnico en la materia seleccionar y purificar los derivados biolégicamen-
te activos que se unen a los mismos objetivos y tienen una actividad biolégica agonista o antagonista del péptido
XQHNPR de la invencion se describen a continuacion.

El derivado biolégicamente activo del péptido XQHNPR puede ser una proteina, un péptido, una hormona, un
anticuerpo o un compuesto sintético que es un péptido o una molécula no peptidica, tal como cualquier compuesto
que se puede sintetizar mediante procedimientos convencionales de quimica organica.

La seleccién de los derivados biolégicamente activos del péptido XQHNPR de la invencidn se realiza en el cal-
culo de la unién de una molécula de ligando candidata a las células o a los érganos objetivo conocidos del péptido
XQHNPR, especificamente el pentapéptido QHNPR, y en la determinacién de los cambios metabdlicos inducidos por
esta molécula candidata sobre su objetivo, tal como la sintesis de los metabolitos mensajeros primarios o secundarios
como resultado de una sefial de transduccién a través de las quinasas de proteina o ciclasa de adenilato y la activacion
de una proteina de la familia G.

La unién de la molécula candidata con las células de cultivo primarias, establecida por lineas celulares o muestras
de tejido frescas (criosecciones o cortes) se realiza tal como se describe a continuacion.

Los ensayos de la unién de la molécula candidata se realiza generalmente a una temperatura fria (4°C). Sin embar-
g0, las variaciones del procedimiento estdndar descrito a continuacién que implica incubacién a 37°C son ttiles para
calcular la intemalizacién y el destino del pentapéptido o una molécula de ligando candidata derivada biol6gicamente
activa al unirse con la superficie de la célula (Wakefield, 1987). Para facilitar la lectura del protocolo descrito a partir
de ahora, se usa el pentapéptido QHNPR en un lugar de una molécula candidata derivada biolégicamente activa.

* En consecuencia, un objetivo de la presente invencidn es un procedimiento para tamizar moléculas de ligando
que se unen especificamente al receptor objetivo para el pentapéptido XQHNPR, que comprende las etapas de:

a) preparar un cultivo de células objetivo monocapa confluente o preparar un espécimen de érgano objetivo o una
muestra tejido;

b) afiadir la molécula candidata que se ha de probar en competicién con una concentracién medio saturada de
pentapéptido marcado;
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¢) incubar el cultivo de células, el espécimen del érgano o la muestra de tejido de la etapa a) en presencia de la
molécula candidata marcada durante un tiempo suficiente para que se realice la unién especifica;

d) cuantificar el objetivo especificamente unido al cultivo de células objetivo, el espécimen del érgano o la muestra
de tejido.

* Otro objetivo de la presente invencién es un procedimiento para determinar la afinidad de las moléculas de
ligando que se unen especificamente al receptor objetivo para el pentapéptido XQHNPR, que comprende las etapas
de:

a) preparar un cultivo de células objetivo monocapa confluente o preparar un espécimen de drgano objetivo o una
muestra tejido;

b) afiadir la molécula candidata a la que se ha marcado previamente con una marca radiactiva o no radiactiva;

¢) incubar el cultivo de células, el espécimen del érgano o la muestra de tejido de la etapa a) en presencia de la
molécula candidata marcada durante un tiempo suficiente para que se realice la unién especifica;

d) cuantificar el objetivo especificamente unido al cultivo de células objetivo, el espécimen del 6érgano o la muestra
de tejido.

La molécula candidata puede estar marcada radiactivamente (P, S, 3H, '*1, etc.) o marcada no radiactivamente
(biotina, digoxigenina, fluoresceina, etc.).

Especificamente, los materiales usados para realizar el procedimiento de unidn anterior son:

- Tampén de unién I: 128 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM MgSO,, 1,2 mM CaCl, 50 mM HEPES, pH 7.5, BSA
(entre 0,1 y 2 mg/ml).

- Tampén de unién II: medio de Eagle modificado de Dulbecco (Gibco Brl) suplementado con 25 mM HEPES, pH
7,5,y 2 mg/ml de BSA (entre 0,1 y 2 mg/ml).

- QHNPR marcado *H o marcado '®I: Se prepara una disolucioén apropiada en medio de unién inmediatamente
antes de cada experimento. Esta disolucion se ha de hacer en un tubo de plastico Minisorb™ (Nunc). EIl QHNPR
marcado *H tiene una radiactividad especifica de 60 Ci/mmol (CEA, Saclay, Francia). La técnica de marcado '*1 se
describe a continuacion.

- QHNPR: Diluida apropiadamente usando el mismo tampén y condiciones como para QHNPR marcado *H o
marcado '*1.

- Tampdn de solubilizacidn celular: 1% (v/v) Triton X-100, 10% (v/v) glicerol, 25 mM HEPES, pH 7,5, 1 mg/ml
BSA.

- Células: Se usan monocapas confluentes de 2 6 10 cm? preferiblemente sembradas con placas de multiples pozos.
Los ensayos que implican tipos de células que se separan facilmente del sustrato se han de realizar con suspensiones
celulares. Se pueden obtener suspensiones celulares simples mediante separaciéon mecdnica (mediante pipetado) o con
una breve exposicion a 37°C al tampén de separacion que contiene 1 mM EDTA, 128 mM NaCl, 5 mM glucosa, 25
mM HEPES, pH 7.4, 2 mg/ml BSA.

La marca radio-iodinatada de QHNPR se realiza como sigue:

El péptido QHNPR se marca segtin el procedimiento de Greenwood et al., 1963, usando 1 mCi Na '»1 (Amersham),
0,8 ug (1 nmol) pentapéptido y 15 ug cloramina T (Fluka) en 50 ul borato de sodio, pH 8. Después de 2 minutos
de reaccién, a la mezcla se le realiz6 una cromatografia mediante filtracién de gel GFO5 (Pharmacia-LKB) para
aislar el pentapéptido marcado '*I y se cromatografié posteriormente sobre porapak Q™ de fase inversa (Waters-
Millipore) para diluir el pentapéptido marcado mono-ionatado. La radiactividad especifica, correspondiente a un 4&tomo
de molécula radioiodina/péptido, se estima como 1500 Ci/mmol.

El ensayo, por si mismo, comprende las siguientes etapas:

a) lavar monocapas celulares con tampdén de unién. Los tampones de unién I y II se pueden usar de manera
intercambiable en ensayos realizados a 4°C, pero el tamp6n de unién II se ha de usar en ensayos que implican una
etapa de incubacion a 37°C. Después de lavarlas una vez, las monocapas se dejan equilibrar con tampén de unién
durante 30 minutos a 4°C.

b) aspirar el tampén y se aflade tamp6n de unién frio helado en placas sobre hielo. El volumen del tampén es

aproximadamente de 1 ml/2 cm? de pozo.

10
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¢) afiadir QHNPR marcado *H o marcado '»T diluido aproximadamente en un pequefio volumen de tampén de
unién. Concentraciones de QHNPR marcado *H o marcado '**1 en el rango de pH definido por la curva de saturacién
(cerca de la disociacién constante Kd). Si se desea, el QHNPR marcado *H o marcado '*T se puede incorporar en
el tampdn usado en la etapa b) antes de la adicion a los pozos. Inmediatamente antes o después de la adicidn de
QHNPR marcado %1, afiadir QHNPR no marcado a los pozos que lo requieran. El QHNPR se usa para dos propdsitos.
El aumento de las concentraciones de QHNPR se usa para suplementar la concentracién del trazador de QHNPR
marcado *H o marcado '%I en experimentos disefiados para establecer la curva de saturacién de QHNPR que se une a
las células. El aumento de las concentraciones de QHNPR o de la molécula de ligando candidata también se usa en el
procedimiento de receptor de uncién competitivo. Ademads, un exceso de 50 pliegues o mayor de QHNPR no marcado
se usa en todos los experimentos para determinar la cantidad de QHNPR marcado 'I que no estéd especificamente
unido. Esta determinacién se basa en la presuncién de que el QHNPR marcado *H o marcado '*I y el QHNPR
completo se unen en sitios relevantes de alta afinidad, pero no en sitios no especificos sobre las superficies de las
células o cépsulas.

d) Incubar ensayos durante 1,0 horas aproximadamente a 4°C sobre una plataforma que oscila a 120 cpm.
e) Aspirar el medio. Lavar los cultivos cinco veces con tampén de unién helado 1.

f) Afiadir tampén de solubilizacién (0,5 6 1,5 ml para pozos de 2 6 10 cm?, respectivamente). Incubar durante 40
minutos a 4°C.

g) Contar la radiactividad en los extractos solubles. Para determinar la unién especifica, restar las cuentas por
minuto obtenidas en pozos incubados con QHNPR marcado *H o marcado '*I en presencia de QHNPR en exceso a
partir de las cuentas por minutos en pozos incubados con QHNPR marcado *H o marcado ' en solitario. Contar una
parte alicuota de cada disolucién de QHNPR marcado *H o marcado '*I usada en el experimento para determinar los
valores de radiactividad especificos. Contar el nimero de células por pozo para determinar la cantidad de QHNPR
unido por célula.

Mediante aproximadamente una hora de incubacién segiin la etapa a) anterior, se indica un periodo de tiempo de
incubacién que es suficiente para el QHNPR o QHNPR marcado para unirse a sus sitios objetivo especificos en la
célula, teniendo en cuenta que el ensayo se realiza a una temperatura de 4°C, es decir, a una temperatura para la que
la fluidez de la membrana es baja. En consecuencia, el periodo de tiempo de incubacién apropiado estd comprendido
entre 1 y 12 horas (de la noche a la mafiana).

También se pueden usar otros procedimientos de unién receptores para seleccionar derivados bioldégicamente ac-
tivos del péptido XQHNPR de la invencion, tal como los descritos por Whitcomb et al. en 1993, Epelbaum ef al. en
1993, Ricci et al. en 1993, Loring et al. en 1993, Walsh et al. en 1995, Roberts et al. en 1995 o también Wu et al. en
1996, incorporandose aqui por referencia los ensayos de unién descritos en los articulos citados anteriormente.

Para determinar la actividad bioldgica de una molécula de ligando candidata de interés para el propdsito de la
presente invencion que se ha seleccionado positivamente segin el ensayo de unién descrito previamente y para deter-
minar si esta molécula de ligando competitiva seleccionada actia como molécula agonista o antagonista del péptido
XQHNPR de la invencidn, se pueden realizar diferentes ensayos metabdlicos. A partir de ahora se describe un ensayo
de adenilato ciclasa que se realiza sobre cultivos primarios de células objetivo o sobre lineas de células o sobre tejidos
homogeneizados objetivo.

En resumen, los tejidos homogeneizados o las células cultivadas (proteina 1-100 pg) se incuban en 50 mM de tam-
pon Tris/HEPES, pH 7,5, que contiene 1 mM MgSO,, 1 mM EGTA, 1 mM 3-isobutil-1-metilxantina, 0,1% (peso/vol)
BSA, 1 mM ATP, 25 mM fosfato de creatinina, 260 U/ml creatina quinasa (E.C. 2.7.3.2), y 6,5 U/ml mioquinasa (E.C.
2.7.4.3) en un volumen final de 100 ul durante 10 minutos a 37°C. La reaccion se detiene mediante la adicion de 100 ul
0,5 (peso/vol) SDS y se hierve durante 2 minutos. El AMP ciclico se extrae con Dowex S0WX-8 y se analiza mediante
RIA (Stangi et al., 1993).

La cantidad de AMP ciclico producido en respuesta a la presencia de la molécula de ligando candidata (rango 10710-
107° M.) se determina tal como se ha descrito anteriormente. Una estimulacién de actividad de adenilato ciclasa que
es equivalente, cuando se usa en solitario, 0 mayor, cuando se asocia con una concentracion subdptima de QHNPR,
que la estimulacién de actividad de adenilato ciclasa inducida por el XQHNPR en solitario, y mds especificamente
QHNPR en solitario, se considera como positivo y la molécula de ligando candidata se clasifica asi como agonista del
péptido XQHNPR de la invencién.

En otra realizacién del procedimiento de tamizado segtin la presente invencién, se determina la cantidad de AMP
ciclico producido en presencia de los dos XQHNPR, especificamente QHNPR, y la molécula de ligando candidata. Si
la presencia de la molécula de ligando candidata puede abolir o bloquear la estimulacién de la actividad de adenilato
ciclasa inducida por el XQHNPR, especificamente QHNPR, entonces la molécula de ligando candidata se clasifica
entre los compuestos antagonistas del péptido segun la invencioén.

Incluso, la cuantificacién de la actividad de adenilato ciclasa representa solamente una realizacién del procedi-
miento de tamizado segin la presente invencién. Un experto en la materia podria haber entendido que se pueden
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visualizar diversos cambios metabdlicos de la fisiologia celular para determinar la actividad agonista o antagonista de
la molécula de ligando candidata que se ha de ensayar. Otros ensayos de cuantificacién de los cambios metabdlicos
también estd incluidos por la presente invencién, tal como los cambios en la actividad de las quinasas, en la activi-
dad dependiente de las proteinas GTP-G, en la produccién de tejidos o células metabolizados especificos tales como
coliagenasa mediante tipos de células osteogénicas.

Asi, la presente invencién también pertenece a un procedimiento para tamizar moléculas de ligando que poseen
una actividad biolégica agonista sobre el receptor objetivo del pentapéptido XQHNPR, que comprende las etapas de:

a) Preparar una monocapa de cultivo de células objetivo confluentes o preparar un espécimen de érgano objetivo o
una muestra de tejido (criosecciones o cortes);

b) Incubar el cultivo celular, el espécimen del 6rgano o la muestra de tejido de la etapa a) en presencia de la
molécula candidata (107'°-1075 M) y de una concentracién submaximal de QHNPR (70 al 80% de saturacion del
receptor) durante un tiempo suficiente para que se produzca la activacion del adenilato ciclasa;

c¢) Cuantificar la actividad del adenilato ciclasa presente en el material biolégico de la etapa a), respectivamente
en presencia o en ausencia de la molécula de ligando candidata y en presencia o en ausencia de una concentracién
submaximal de XQHNPR.

Otro objetivo de la presente invencién comprende un procedimiento para tamizar moléculas de ligando que poseen
una actividad bioldgica antagonista sobre el receptor objetivo del pentapéptido XQHNPR, que comprende las etapas
de:

a) Preparar una monocapa de cultivo de células objetivo confluentes o preparar un espécimen de érgano objetivo o
una muestra de tejido;

b) Incubar el cultivo celular, el espécimen del 6rgano o la muestra de tejido de la etapa a) en presencia del pép-
tido XQHNPR, especificamente el péptido QHNPR, en presencia o en ausencia de la molécula candidata durante un
tiempo suficiente para que se produzca la activacién del adenilato ciclasa, mds particularmente durante 2-20 minutos,
preferiblemente 5-15 minutos, y mds preferiblemente 10 minutos;

c¢) Cuantificar la actividad del adenilato ciclasa presente en el material biolégico de la etapa a), respectivamente en
presencia o en ausencia de la molécula de ligando candidata.

Tal como se ha indicado anteriormente, otro ensayo metabdlico para determinar la actividad agonista o antagonista
comprende incubar el candidato de ligando en presencia de un cultivo de células primarias osteogénicas o linea celular
y determinar, cuantitativa y/o cualitativamente, el coldgeno producido en respuesta a la estimulacion in vitro (con un
rango de concentracion de 107'°-107> M de la molécula que se ha de probar).

Tal como ya se ha mencionado, el ensayo de unién y el ensayo metabdlico, tal como el ensayo de adenilato ciclasa,
puede realizarse sobre cultivos de células primarias, sobre lineas celulares establecidas o sobre cortes de tejido fresco,
criosecciones de tejido o tejidos homogeneizados.

Una linea celular preferida que se usa en los procedimientos de tamizado segtin la presente invencién es una linea
celular mesodermal clonal osteogénica de ratén, llamada C1, que se deriva del teratocarcinoma de ratén. Expresa los
oncogenes SV40 bajo el control del promotor adenovirus Ela (Chentoufi et al., 1993; Kellermann et al., 1990; Poliard
et al., 1993; Poliard et al., 1995).

Otras lineas celulares preferidas consisten en varias lineas celulares clonales de la misma raza de ratén de la cual se
ha derivado inicialmente la linea celular clonal C1 anterior, mas especificamente, las lineas celulares clonales derivadas
de las células epiteliales de los tibulos proximales renales.

Otras lineas celulares preferidas de diferente origen son las siguientes, que estdn disponibles ptblicamente en la
coleccién de cultivos celulares ATCC:

1) Lineas celulares del pdncreas
- AsPC-1 (ATCC N° CRL 1682), origen humano;
- Bx PC-3 (ATCC N° CRL 1687), origen humano;
- Capan-1 (ATCC N° HTB 79), origen humano;
- Capan-2 (ATCC N° HTB 80), origen humano;

- PANC-1 (ATCC N° CRL 1469), origen humano;
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- AR42J (ATCC N° CRL 1492), origen rata;
- ARIP (ATCC N° CRL 1674), origen rata;

2) Lineas celulares de la prostata
- DU145 (ATCC N° HTB 81), origen humano;
- LNCaP.FGC (ATCC N° CRL 1740), origen humano;

- PC-3 (ATCC N° CRL 1435), origen humano;

3) Linea celular del riiion

- RAG (ATCC N° CCL 142), origen raton;

4) Linea celular de la gldndula submandibular

- SCA-9 Clon 15 (ATCC N° CRL 1734), origen ratén;

5) Linea celular del intestino

- IA-XsSBR (ATCC N° CRL 1677), origen ratén;

6) Lineas celulares osteogénicas
- FC25T (ATCC N° CRL 6090), origen gato;
- D-17 (ATCC N° CCL 183), origen perro;
- 143B (ATCC N° CRL 8303), origen humano;
- HOS (ATCC N° CRL 1543), origen humano;
- Saos-2 (ATCC N° HTB 85), origen humano;
- SK-ES-1 (ATCC N° HTB 86), origen humano;
- UMR-106 (ATCC N° CRL 1661), origen rata;
- UMR-108 (ATCC N° CRL 1663), origen rata.

Para el propésito de una realizacion especifica del ensayo metabdlico segiin la presente invencion, a saber el analisis
de coldgeno, el ensayo se realiza tal como se describe a continuacion:

Las células osteogénicas confluentes, especificamente la linea celular C1 descrita anteriormente, se marcan durante
24 horas con 50 uCi/ml de 4,5 [*H]prolina (32 Ci/mmol; Commissariat a I’Energie Atomique, Saclay, Francia) en
DME suplementado con 1% FBS, 100 ug/ml de 4cido ascérbico, y 50 pg/ml de b-aminopropionitrilo fumarato (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, Missouri, USA). Las células se recogen en 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4) que contienen
150 mM de NaCl, 25 mM de EDTA, 10 mM de N-etilmaleimida, y 2 mM de PMSF, y se mezclan con el medio de
cultivo. Después de la sonicacién y la adicion de tricloroacetato (TCA) (10%), el residuo insoluble se recoge mediante
centrifugacion.

La cantidad de [3H]prolina incorporada en la proteina digestible colagenasa y la proteina no colagenasa se deter-
mina tal como describi6 Peterkofsky et al. en 1971.

Los tipos de coldgeno se determinan mediante PAGE: cortes resuspendidos en 4cido acético 0,5 M se digieren con
100 pug/ml de fumarato de pepsina (Sigma Chemical Co., Saint Louis, Missouri, USA), pH 2,0 durante 4 horas a 4°C.
La pepsina digerida se lleva a un pH de 8,0 se dializa y se liofiliza. Las muestras se analizan a continuacién mediante
SDS-PAGE. Se usa una reduccién retrasada con 2-mercaptoetanol en algunas muestras. Las proteinas marcadas se
visualizan mediante fluorografia o autoradiografia y se cuantifican mediante un dispositivo de produccién de imagenes
por radio beta.
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Siguen otros eventos metabélicos en la determinacién de los cambios metabdlicos inducidos por las moléculas
terapéuticas usadas segun la presente invencion, tales como los depdsitos de componentes minerales sobre la matriz
de coldgeno. Para este propdsito, se usa en ensayo descrito a continuacién:

- Cultivos celulares: Se usa la linea celular C1 mesodermal clonal. Las células C1 se colocan en placas de 3 x 10°
células en platos de plastico no tratado de 100 mm de didmetro y se cultivan en un medio Tagle modificado Dulbecco
(DMEM, Gobco, Gradn Island, N.Y., USA) con un 10% de suero de ternero fetal (FCS). Después de 8-10 dias de
cultivo, se forman agrupaciones tridimensionales. En ese momento (dia 0), las células se cultivan en DMEM con 1%
de FCS en presencia de 10 mM beta-glicerofosfato (Sigma) y 50 ug/ml de 4cido ascérbico (Sigma). En algunos pozos,
se aflade 50 pg/ml de tetraciclina al medio para visualizar mediante marcado fluorescente el mineral incorporado en la
matriz. El medio se cambia cada 3 dias y los cultivos se conducen hasta 30 dias.

- Determinaciones bioquimicas. En 0, 2, 7, 11, 16, 22 y 30 dias, los cultivos se recogen, se enjuagan tres veces en
PBS libre de calcio, y se dividen en tres partes iguales para la evaluacién de calcio, la actividad de la fosfatasa alcalina
y la sintesis de ADN. Para la determinacidn del calcio, los cultivos se disuelven en 1 ml de HCI 6N durante 1 hora
a 100°C. El calcio se ensaya en alicuotas mediante espectrometria de absorcidn atémica después de su disolucién en
cloruro de lantano. Para la determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina, se afade 1 ml de agua destilada fria
a los cultivos. Después de su sonicacién durante 10 segundos, se retira el material insoluble mediante centrifugacion.
Algunas muestras se calientan a 56°C durante 1 hora para medir la actividad de la fosfatasa alcalina del tipo de huesos
(1abil térmica). La actividad de la enzima se determina midiendo la cantidad de p-nitrofenol formado a 37°C después
de 30 minutos. El contenido de la proteina celular se mide mediante el procedimiento descrito por Lowry ef al. en
1951.

El beta-glicerofosfato no radiactivo se puede reemplazar mediante una molécula radiactiva. El compuesto fosforoso
usado convencionalmente como agente de localizacién 6seo es un fosfato o pirofosfato inorganico. Una molécula
radiactiva que se puede usar en el ensayo anterior es tetrasodio 2P pirofosfato (NEX 019, New England Nuclear) o
Ptecnetio que se une al compuesto fosforoso.

Asi, otro objeto de la presente invencién comprende un procedimiento para tamizar moléculas de ligando que posee
una actividad bioldgica agonista o antagonista sobre el receptor objetivo del pentapéptido XQHNPR, que comprende
las etapas de:

a) Cultivar una célula eucariética capaz de sintetizar coldgeno;

b) Incubar la célula eucaridtica de la etapa a) en beta-glicerofosfato en presencia de la molécula candidata (107'0-
10° M) y de una concentracién submaximal de péptido QHNPR;

¢) Cuantificar la produccién de un metabolito especifico, tal como calcio, fosfatasa alcalina o sintesis de ADN,
respectivamente en presencia o en ausencia de la molécula de ligando candidata y en presencia o en ausencia de una
concentracion submaximal de QHNPR.

La célula eucaridtica del procedimiento anterior puede ser una célula que se ha transfectado o transformado con
un dcido nucleico que se codifica para coldgeno, o una célula eucaridtica que puede sintetizar coldgeno de una manera
constitutiva o inducible. Una célula preferida es una célula de mamifero que puede sintetizar coldgeno de manera
natural, tal como la linea celular C1.

Otros cambios metabdlicos inducidos por las moléculas terapéuticas usadas segin la presente invencién también
se pueden determinar, tales como otros ensayos de enzimas, ensayos de transporte de iones o ensayos de transduccién
de sefal. Los ensayos de enzimas que se pueden realizar comprenden ensayos de acetilcolinesterasa (Ellman G.L.
et al., 1961, Biochem. Pharmacol., 7:88), catepsina (Barret A.J. et al., 1981, Methods Enzymol., 80:535), ATPase,
ciclooxigenasa (Mitchell J.A. et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci., 90:11693), guanilato ciclasa (Wolin M.S. et al., 1982,
J. Biol. Chem., 257, 13312), lipoxigenasa (Shimizu T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1984, 81:689), monoamina oxidasa
(Weyler W. et al., 1985, J. Biol. Chem., 260: 13199), mieloperoxidasa (Desser R.K. et al., 1972, Arch. Biochem.
Biophys., 148:452), fosfofiesterasa (Nicholson C.D. et al., 1989, Br. J. Pharmacol., 97:889), proteina quinasa (Hannun
Y.A. et al., 1985, J. Biol. Chem., 260:10039), tirosina hidroxilasa (Nagatsu ef al., 1964, Analyt. Biochem., 9:122) o
xantina oxidasa (McCord J.K. et al., 1969, J. Biol. Chem., 244:6049). Los ensayos de transporte de iones comprenden
ensayos de bomba de Ca (Jean T. ef al., 1986, J. Biol. Chem., 261:16414), canal de Ca (Galizzi J.P. et al., 1987, J.
Biol. Chem., 262:6947), canal de Na (Jacques Y. et al., 1978, J. Biol. Chem., 253:7383), bomba de Na-K (Chassande
O. et al., 1988, Eur. J. Biochem., 171:425), antipuerto de Na-Ca (Barle A.B. et al., 1990, Am. J. Physiol., 259:19),
antipuerto de Na-H (Jean T. et al., 1986, Eur. J. Biochem., 160:211), cotransporte de Na/K/Cl (Chassande O. et al.,
1988, Eur. J. Biochem., 171:425). Los ensayos de transduccién de sefial que también se pueden usar comprenden
liberacién de Ca (Grynkievicz G. et al., 1985, J. Biol. Chem., 260:3440) o renovacién PI (White T.E. et al., 1993,
Br. J. Pharmacol., 108:196). El contenido técnico de los articulos referenciados anteriormente respecto a los ensayos
metabdlicos se incorporan aqui por referencia.

Otro objetivo de la presente invencién es también un procedimiento para tamizar las moléculas de ligando que
poseen una actividad bioldgica agonista o antagonista sobre el receptor objetivo del pentapéptido XQHNPR, que
comprende las etapas de:
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a) Preparar una monocapa de cultivo celular objetivo confluente o preparar un espécimen de érgano objetivo o una
muestra de tejido (criosecciones o cortes);

b) incubar el cultivo celular, el espécimen de 6rgano o la muestra de tejido en la etapa a) en presencia de la molécula
candidata (107'°-10~° M) y de una concentracién submaximal de QHNPR durante un periodo de tiempo suficiente para
que se produzca el cambio metabdlico;

¢) Cuantificar la produccién del metabolito correspondiente, respectivamente en presencia o en ausencia de la
molécula de ligando candidata y en presencia o en ausencia de una concentracion submaximal de QHNPR.

El cambio metabdlico indicado en el procedimiento de tamizado anterior es de manera intercambiable un cambio en
la produccién de cualquiera de los metabolitos que se ensayan segun los procedimientos referenciados anteriormente.
En consecuencia, el tiempo que es suficiente para que se produzca el cambio metabdlico dependerd del metabolito
ensayado y estd indicado, para un metabolito particular, en cada articulo de referencia que se ha dado anteriormente.

Los cortes de tejido, las criosecciones de tejido o los tejidos homogeneizados se usan en la realizacién de los
ensayos de unién o metabdlicos para seleccionar las moléculas de ligando de interés que representan los derivados
biolégicamente activos del XQHNPR, especificamente QHNPR, péptido segin la presente invencién. Las muestras
de tejido preferidas son de origen del rifidn, el pancreas, los huesos, los dientes, la mucosa glandular del estémago, la
prostata y el intestino, asi como de las glandulas salivares.

Los tejidos homogeneizados se preparan sumergiendo primero biopsias en nitrégeno liquido. Las muestras conge-
ladas se homogenizan a continuacién en 20 vol de hielo frio de tampdn Tris/HEPES 50 mM, pH 7,5, que contiene 1
mM EGTA, 0,3% (peso/vol) de bacitracina, 20 mM de fluoruro de 4-amidinofenilmetanosulfonil, y 10 mM de leupep-
tina con un homogenizador de Teflén-vidrio accionado a motor. Los homogenados se centrifugan a 24.000 x g durante
20 minutos a 4°C y los pedazos se lavan una vez con 50 mM Tris/HEPES, pH 7,5, que contienen 1 mM EGTA. Los
pedazos finales se suspenden en 50 mM Tris/HEPES pH 7,5 que contienen 1 mM EGTA y 0,3% (peso/vol) de bacitra-
dina, y se guardan a -20°C. Otros detalles del procedimiento son descritos por Stangi et al. en 1993, dependiendo del
origen del tejido que se ha de homogeneizar, los procedimientos usados por Stangi ef al. estando incorporados aqui
por referencia.

Para obtener muestras de tejido intactas, por ejemplo de origen renal, se usa el siguiente procedimiento.

Antes de recoger el 6rgano o tejido, por ejemplo en una rata, el animal es anestesiado con hidrato cloral (35%, 0,14
ml/100 g de peso corporal) o con pentobarbital (45 mg/kg de peso corporal). A continuacidn, se realiza una perfusién
intracardiaca con 100 ml de sucrosa isoténica a 4°C (Loring et at., 1993).

Se pueden obtener rifiones después de biopsias humanas o a partir de ralas Wistar macho inmediatamente después
de su muerte mediante dislocacién cervical, o anestesia tal como se ha descrito anteriormente. Las muestras de tejido
se incrustan inmediatamente en Tissue-Tek (Miles, Elkhart, IN) y se congelan para tapar portaobjetos en isopentano
en fusién (a -70°C) sin fijacion previa. Los especimenes se almacenan a -70°C hasta su uso. Se cortan secciones de
10-30 um de espesor en un criostato (a una temperatura de -20°C a -30°C) y se montan en deshielo sobre portaobjetos
no recubiertos de vidrio de bajo hierro. A continuacién se usan inmediatamente o se secan en vacio y se almacenan a
-20°C con gel de silice hasta 5 dias hasta su uso. Esta técnica fue descrita por Walsh ef al. en 1995, cuyos detalles se
incorporan aqui por referencia.

Alternativamente, las secciones de tejido se congelan en hielo seco en presencia de isopentano y se montan en
deshielo sobre portaobjetos de microscopio, y se almacenan a -80°C hasta su uso (Whitcomb et al., 1993).

Como otro procedimiento alternativo para obtener muestras de tejido fresco, se obtienen especimenes de cortex
renal y médula a partir de sujetos que sufren nefrectomia. Las porciones del rifién recogidas se colocan en una solucién
de 0,9% NaCl fria en hielo para retirar la sangre y los restos celulares. Los bloques que incluyen el cértex renal o la
médula o las muestras separadas del cortex o de la médula se incrustan en un medio crioprotector (OCT, Ames, [A) y se
congelan en isopentado refrigerado con nitrégeno liquido o hielo seco. Los bloques de OCT se almacenan a -80°C hasta
su uso. Se obtienen secciones de 8 um de grueso en serie usando un criostato micrétomo a -20°C, montado sobre porta-
objetos de microscopio recubiertos con gelatina y se secan al aire. Esta técnica fue descrita por Ricci et al. en 1993.

Los derivados biolégicamente activos preferidos del péptido XQHNPR de la composicién terapéutica segin la
presente invencién tienen una mejor farmacocinética que el péptido XQHNPR natural endégeno o sintético y asi
poseen una vida media in vivo mas larga comparada con sus homdlogos naturales.

Un procedimiento para determinar la farmacocinética de las moléculas de ligando segtin en ensayo de unién y el
ensayo metabolico descrito anteriormente se ejemplifica en el Ejemplo 3. Alternativamente o ademas, se determina
el aclarado de plasma de las moléculas de ligando seleccionadas segtn la técnica descrita por Wu et al. en 1996 o la
técnica descrita por Ezan et al. en 1986, o por Ezan et al. 1996, cuyas técnicas se incorporan aqui por referencia.

Los derivados bioldgicamente activos descritos anteriormente, que no se podrian haber identificado antes del des-
cubrimiento de los inventores, también son un objeto de la presente invencién.
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Asi, la invencion también se refiere a los derivados biolégicamente activos del péptido XQHNPR que se han selec-
cionado segun los procedimientos de tamizado descritos anteriormente, estando previsto que no tengan las siguiente
estructura: Y-HNP-Z, en donde Y indica una glutamina (Q) o un residuo de 4cido piroglutdmico e Y representa un
grupo OH o un aminoécido basico, siendo el amino4cido bésico una Lisina (K) o una Arginina (R). Incluso, también
excluido, como miembro de los derivados biol6gicamente activos del péptido XQHNPR, es la proteina de aminoacido
146 que constituye el propio péptido SMR1 (solicitud de patente PCT N° WO 90/03981). Sin embargo, el uso terapéu-
tico de estas moléculas que se excluyen por si mismas de la presente invencion, es un objeto principal de la invencién
actual.

Los derivados biol6égicamente activos del péptido XQHNPR usado en las composiciones terapéuticas segtn la
presente invencion, en una realizacion preferida, se han seleccionado en primer lugar segtin su capacidad para unirse
a los mismos objetivos que el péptido XQHNPR, especificamente QHNPR, y en segundo lugar por su capacidad
para inducir cambios metabdlicos (estimulacion de actividad del adenilato ciclasa, produccién de coldgeno, etc.) en el
objetivo o para abolir, bloquear o evitar dichos cambios metabdlicos del objetivo que se inducen mediante el péptido
XQHNPR, especificamente QHNPR.

La presente invencion también tiene relacion con el uso de composiciones terapéuticas que comprenden una can-
tidad efectiva del péptido XQHNPR o de uno de sus derivados biol6gicamente activos.

Tal como se ha detallado previamente, el uso de las composiciones terapéuticas segin la invencion se indica
en el caso de un desequilibrio hidro-mineral del cuerpo. Este uso de las composiciones también es indicada en el
caso donde se diagnostica un defecto en el nivel endégeno normal del pentapéptido QHNPR a partir de una muestra
bioldgica del paciente, particularmente a partir de fluidos del paciente tales como suero o plasma, saliva y orina.
El nivel de concentracién de pentapéptido en la muestra bioldgica se considera defectuosa cuando es por lo menos
cinco pliegues menos importante que la concentracién no patolégica usualmente encontrada, asi como cuando es por
lo menos cinco pliegues mds importante que la concentracion no patolégica usualmente encontrada en esta muestra
bioldgica particular.

Un procedimiento de diagndstico que permite la determinacién de la concentracién del pentapéptido QHNPR en
una muestra bioldgica, especificamente a partir de suero o plasma, es un radioinmunoensayo (RIA) competitivo, tal
como fue descrito por Rougeot et al. en 1994.

En breve, el RIA en fase liquida se realiza en Tris/HCI1 0,2 M, pH 8,5, que contiene un 0,25% de albimina de
suero bovino (Fr 5, Miles), 0,1% de Triton X-100 (Sigma), 1000 KIU (unidad internacional de calicreina)/ml, Trasylol
(un inhibidor de tripsina y calicreina; Bayer), EDTA (1 mM) y 0,1 g/l NaNj;. Estandar o muestra (0,1 ml), 0,1 ml
de suero de anti-pentapéptido diluido (Rougeot et al., 1994) y pentapéptido marcado '*I (15 x 103 dpm, 01 ml) se
incuban de un dia al otro a 4°C. Se separan las fracciones unidas y libres mediante precipitacion de propanol (10 ul
de suero de conejo normal y 1 ml de 1-propanol en hielo frio) y se determina la radiactividad del precipitado usando
un contador gamma. Las muestras de plasma, saliva u orina se recogerian en unos tubos previamente enfriados que
contienen una mezcla de inhibidores de peptidasa (1 mM de EDTA, 100 U/ml de aprotinina, 130 uM de bestatina, 1
uM de leupeptina, 0,4 mM de pefabloc, 1 uM de pepstatina).

El procedimiento de diagndstico anterior se usa ahora como herramienta de uso médico para determinar el tipo de
defecto que se puede asociar con un sintoma de desequilibrio de iones minerales. En su uso médico, esta prueba de
diagndstico es también un objeto de la presente invencidn. Las etapas sucesivas de esta prueba de diagndstico son las
siguientes:

a) Incubar un péptido XQHNPR marcado, especificamente QHNPR, con un anticuerpo policlonal o monoclonal
dirigido contra el mismo péptido;

b) Llevar en contacto los complejos inmunes formados con una muestra bioldgica de un paciente para ser probada
sospechosa de contener un péptido XQHNPR endégeno no marcado, especificamente el péptido QHNPR;

¢) Detectar los péptidos marcados unidos al anticuerpo monoclonal o policlonal, que no han sido desplazados
por el péptido XQHNPR endégeno no marcado, especificamente QHNPR, contenido en la muestra bioldgica para
determinar la concentracion de este péptido endégeno que estd contenido en la muestra bioldgica;

d) Comparar la concentracion del péptido XQHNPR, especificamente QHNPR, encontrada en la etapa c) con la
concentracion del péptido XQHNPR, especificamente QHNPR, normalmente encontrada en un individuo sano;

e) Calcular la cantidad de una composicién terapéutica que es necesaria para suministrar el defecto del péptido
XQHNPR en los fluidos y los tejidos corporales.

Se calcula la cantidad de molécula terapéutica que se ha de administrar, teniendo en cuenta la farmacocinética in
vivo de dicha molécula terapéutica, determindndose la farmacocinética in vivo tal como se describe en el Ejemplo 3
y, por supuesto, la cantidad normal de péptido XQHNPR, especificamente QHNPR, encontrado normalmente en los
fluidos corporales (plasma, saliva, orina) o en los érganos.
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El péptido XQHNPR marcado usado en la prueba de diagnéstico se marca de manera radiactiva o no radiactiva.

El anticuerpo policlonal usado en este procedimiento de diagnéstico puede ser opcionalmente bajo la forma de un
suero inmune.

El sistema de inmunodeteccion cuantitativa particular designado por los inventores es extremadamente especifico
y sensible: se obtiene un 50% de desplazamiento del pentapéptido QHNPR marcado '*’I con no mds de 570 fmol de
pentapéptido estdndar, pentapéptido [Glp'] o pentapéptido [Gln']. EI limite de deteccién (80% de unién) es 106 fmol
de pentapéptido estandar. El coeficiente de variacién de inter-ensayo es del 12%, n = 24. La reactividad transversal
del antisuero con la secuencia de tetrapéptido (QHNP) y la hormona de liberacién de la tirotropina (Glp-His-Pro) es
menor del 0,01%.

En una realizacién especifica de la presente invencion, las concentraciones de péptido XQHNPR cuantificadas se-
guin el procedimiento de diagndstico descrito anteriormente se usan para determinar la cantidad del péptido XQHNPR
o de uno de sus derivados biolégicamente activos que se han de administrar al paciente para suministrar para el defecto
diagnosticado, en caso de un bajo nivel en el péptido endégeno y para determinar sus pardmetros farmacocinéticas en
sujetos patoldgicos y no patoldgicos.

Las composiciones terapéuticas que contienen la proteina SMR1 o productos de maduracién SMR1 o sus derivados
y usadas segtn la presente invencién pueden ser bajo la forma de una solucién liquida, bajo la forma de un gel o bajo
la forma de un polvo seco.

Los péptidos terapéuticos segtin la presente invencidn son ventajosamente complejos con iones de sales metalicas,
tales como Ca**, Cu**, Ni**, Mg** o Al** directa o indirectamente con las proteinas de iones portadores o también
fosfato de calcio tal como se describe en las patentes francesas FR-2.543.439 y FR-2.181.426 (Reliveld et al.), o
también con ATP.

Los péptidos terapéuticos segtin la presente invencién también pueden ser complejas a dextrano o derivados de
dextrano.

Una realizacién especifica del uso de los sistemas de suministro controlado que contienen moléculas de dextrano
se representa mediante una forma de “larga accién (LA)” y una forma de “larga accién renovable (RLA)”. La forma
LA consiste en microesferas de dcido polil4ctico que contienen bromocriptina incluida en dextrano. En la forma RLA,
la bromocriptina estd contenida en microesferas de D, L-poliacturo-coglicoluro-glucosa, cuya degradacién es casi
completa en un periodo de tiempo menor de tres meses y que permite repetir los numerosos tiempos de administracién
durante un largo periodo de tiempo (Montini et al., 1986; Kato et al., 1988).

Preferiblemente, las composiciones terapéuticas segin la presente invencion se administran localmente, cerca del
sitio, 6rgano o tejido, que se ha de tratar. Como realizacién alternativa, las composiciones terapéuticas de la invencién
se administran mediante via oral para actuar sistémicamente o al nivel de la mucosa bucal o del estémago o al nivel
del tracto gastro-intestinal. Estas composiciones terapéuticas pueden ser en forma de una solucidn salina o una tableta,
preferiblemente una tableta de liberacién controlada. Una tableta de liberacién controlada tipica se describe en la
solicitud de patente PCT WO 9622768, que contiene entre un 30 y un 70 por ciento en peso aproximadamente de uno o
mas éteres de celulosa, tal como hidroxipropil metilcelulosa, y entre un 30 y un 70 por ciento en peso aproximadamente
de una sustancia inerte tal como almidén.

En otra realizacion de las composiciones terapéuticas de la presente invencion, el péptido XQHNPR o sus derivados
biolégicamente activos se incluyen en un dispositivo de liberacién controlada que se coloca localmente en el cuerpo,
para obtener un suministro sostenido de las moléculas activas en las inmediaciones del sitio que se ha de tratar.

Preferiblemente, los dispositivos de liberacion controlada que se usan para el propdsito de la presente invencion
son microparticulas de lipido o polimero que se disuelven o se hidrolizan lentamente en el interior del cuerpo, especi-
ficamente en el estdbmago o en el tracto intestinal.

En una realizacién preferida de los dispositivos de liberacién controlada de la presente invencidn, estos ultimos se
pueden implantar localmente para asegurar un drea de difusion limitada de la molécula activa, rodeando el érgano o
tejido que se ha de tratar.

Los dispositivos de suministro sostenido preferidos segun la presente invencién contienen polimeros biodegrada-
bles tales como se describen en la solicitud de patente PCT WO 9701331. El polimero puede ser un polisacarido como
en la solicitud de patente PCT WO 9613253, tal como alginato de sodio. Una preparacién sostenida biodegradable
estd compuesta preferiblemente de un polisacdrido que estd recubierto con moléculas catidnicas tales como kitosan,
estando el portador lentamente hidrolizado de manera enzimadtica, por ejemplo mediante lisozima, in vivo después de
la liberacién de la molécula activa.

El polimero usado en los dispositivos de liberacion controlada segin la presente invencién también puede ser un
polimero de tipo polivinilpirrolidona, tal como se describe en la solicitud de patente PCT WO 8804922 o un hidrolisato
de almidén, tal como se describe en la solicitud de patente PCT WO 9417676.
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En una realizacion especifica, el polimero es un polimero bioadhesivo tal como carboximetilcelulosa, Carbopol™,
Polycarbophil™ o alginato de sodio, que se une con una excelente eficiencia a la mucina presente en la superficie del
epitelio (Robinson ef al., 1998), usdndose estos polimeros especialmente en el caso de un suministro de medicamento
oral.

Otros dispositivos de suministro sostenido preferidos segtin la presente invencién son bajo la forma de microcuen-
tas de polimero, por ejemplo microcuentas poliméricas reticuladas porosas, tales como se describen en la solicitud de
patente PCT WO 9533553.

Otra realizacién de los dispositivos de liberacién controlada segtn la presente invencién son liposomas en una
forma hidratada, tal como en la solicitud de patente PCT WO 8601102 o en la solicitud de patente PCT WO 9522961
(Capron et al.), o en una forma deshidratada, tal como en la solicitud de patente PCT WO 8601103. Otras emulsiones
de lipido usadas como sistemas de suministro de medicamentos que se pueden usar para el propdsito de la presente
invencién son descritas por Davis ef al. en 1988, que se pueden administrar por via oral, paranteral o intravenosa.
Los liposomas pueden contener determinantes sacdridos que se unen a los componentes especificos de la membrana
de la célula para facilitar el suministro de la molécula activa hacia una célula objetivo seleccionada, en particular
determinantes sacdridos que se unen a las lectinas especificas de la membrana celular (Shen, 1988).

Otra realizacién de las formulaciones de suministro sostenido usada segun la presente invencién consiste en un
vector de particulas que comprende, desde la capa interna hasta la capa externa:

- un ndcleo hidrofilico no liquido, por ejemplo una matriz de polisacdrido u oligosacarido reticulado, estando dicho
ntcleo opcionalmente injertado con ligandos i6énicos que llevan por lo menos un grupo seleccionado entre fosfato,
sulfato, acido carboxilico, amonio cuaternario, amina secundaria o amina terciaria;

- una capa externa que consiste en compuestos lipidos que estdn injertados sobre el nicleo mediante uniones
covalentes.

Un vector particulado de este tipo se describe en la solicitud de patente PCT WO 94/23701 (Perrin et al.).

Excepcionalmente, el péptido XQHNPR de la invencién se puede administrar a la piel a través de un sistema de
suministr iontoforético transdermal, tal como fue descrito por Chien et al. en 1988.

Las composiciones terapéuticas segtin la presente invencion contienen una cantidad farmacéuticamente efectiva
del péptido XQHNPR o de uno de sus derivados bioldgicamente activos.

La cantidad de principio activo contenido en una dosis terapéutica del péptido XQHNPR o derivado péptido activo
esta contenida en el rango entre 10 ug/kg y 10 mg/kg de peso corporal, preferiblemente entre 50 ug/kg y 5 mg/k de
peso corporal, y mds preferiblemente entre 200 ug/kg y 1 mg/kg de peso corporal.

Un objeto de la presente invencion es también una composicion terapéutica que comprende una cantidad far-
macéuticamente activa de proteina SMR1, sus productos de maduracién, especificamente el péptido XQHNPR, mas
especificamente el pentapéptido QHNPR, asi como los derivados biolégicamente activos de este ultimo, usados en
combinacién con una cantidad farmacéuticamente efectiva de otra molécula implicada en la regulacién del equili-
brio i6nico mineral. Las moléculas preferidas que se asocian con la proteina SMR1 o sus derivados son la hormona
paratiroide (PTH), calcitonina (CT) y 1,25-dihidroxivitamina D.

El hecho de que los inventores hayan determinado, en la rata macho, la precisa distribucién topogréfica de los
6rganos objetivo para los péptidos XQHNPR, ha permitido a los presentes inventores entender y especificar el papel
de estos péptidos en sistemas locales y periféricos.

Mas especificamente, los inventores han mapeado los objetivos periféricos para el producto de maduracién de
secrecion final de SMR1, el pentapéptido, examinando in vivo la distribucién de tejido bruto del péptido radiomarcado
con la auroradiografia de todo el cuerpo (WBA) (Ullberg et al., 1981). Este procedimiento proporciona una imagen
visual de todo el animal, haciendo posible por lo tanto examinar simultineamente la absorcién del pentapéptido en
un gran nimero de tejidos y compartimientos. Ademds, esta aproximacion es considerablemente mds atractiva que un
procedimiento in vitro, ya que el marcado en tejido vivo minimiza la posibilidad de malas interpretaciones debido a
una distribucién no especifica, a la degradacion del sitio receptor y al péptido unido al sitio no receptor eliminado a
través del torrente sanguineo (Lindberg et al., 1991). Por estas razones, la respuesta al tejido en relacion en el tiempo
para el pentapéptido se ha determinado in vivo. Para eliminar la posibilidad de competicién para los sitios de unién
disponibles a partir del péptido endégeno, se ha conseguido el marcado mediante la infusién de pentapéptido tritiado
en ratas pubescentes de cinco semanas de vida. Ademds de filmar la autoradiografia, se han registrado el mapeado y
el transcurso del tiempo de la absorcién del péptido tritiado por parte de los 6rganos vivos mediante el productor de
imagenes S-radio desarrollado recientemente, que ofrece la capacidad Unica de detectar y cuantificar las particulas S8
emitidas desde el ligando tritiado unido a las superficies planas tales como secciones de todo el cuerpo (Charpak et al.,
1989; Tribollet et al., 1991). Los inventores también han analizado las caracteristicas cromatograficas del compuesto
marcado asociado con el 6rgano objetivo.
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Los sitios receptores bioldgicos tienen dos caracteristicas esenciales que permiten identificar la unién especifica,
in vivo; tienen una alta afinidad para el ligando y la unién es saturable (Whitcomb et al., 1993). Por lo tanto, se han
realizado experimentos de desplazamiento, usando la administracion sistémica paralela de un exceso del péptido no
marcado correspondiente. Ademds, la localizacién celular especifica del pentapéptido marcado en los tejidos objetivo
se ha identificado mediante autoradiografia de seccién microscdpica.

Finalmente, para apreciar la relevancia de la absorcién del pentapéptido bajo condiciones fisioldgicas, los invento-
res han determinado el disefio de secrecién enddgena de la corriente sanguinea de los péptidos relacionados con SMR1
en ratas macho adultas conscientes. Es importante destacar que todos los estudios farmacocinéticos y distribucién de
sitio celular se realizaron usando concentraciones fisiolégicas de pentapéptido marcado.

La presente invencion se representara en detalle en los Ejemplos adjuntos, sin estar limitada de ninguna manera en
el &mbito a estas realizaciones especificas.

Materiales y procedimientos
A. Quimica

- Los péptidos correspondientes a las secuencias (Glp,)-His-Asn-Pro-Arg, (Gln,)-His-Asn-Pro-Arg y (Gln,)-His-
Asn-(D3,4-Pro)-Arg se sintetizaron por el Laboratorie de Chimie Organique, Institut Pasteur, Paris, Francia.

- Compuesto marcado: (Glp,/Gln,)-His-Asn-(3,4°H)Pro-Arg se sintetizé por el Dr. R. Genet, Departement,
d’ingénierie et d’étude des protéines, CEA/Saclay, Gif/Yvette, Francia. El producto purificado RP-C18 HPLC (> 98%
de pureza) con una radiactividad especifica estimada como 2,22 TBg/mmol se almacen6 a -80°C en 10% metanol/0,1%
acido trifluoroacético (1,11 GBg/ml). La pureza del pentapéptido tritiado se determiné sistematicamente antes de su
uso, mediante fase inversa C18 y cromatografias FPLC de intercambio de cationes segtin los procedimientos descritos
previamente (Rougeot ef al., 1994).

B. Animales

Ratas macho Wistar (de 4 semanas de vida), adquiridas a Iffa-Credo (Francia), se mantuvieron en 2-4 anima-
les/jaula bajo iluminacién y temperatura controladas con libre acceso a comida y agua, hasta que se usaron 5-7 dias
mas tarde para el estudio de la distribucion del sitio receptor del pentapéptido, y 5-6 semanas mds tarde para el estudio
de la secrecién endégena de pentapéptido. Se manejaron cuidadosamente a diario por parte del operador a lo largo de
todo este periodo. Todos los experimentos se realizaron entre las 10.00 y las 14.00 h.

C. Administracion del compuesto marcado

Se diluy6 compuesto marcado, es decir, 6,66 MBq, 3 nmoles o 2 mg para la autoradiografia del cuerpo completo
(WBA) y 370-555 KBq, 170-250 pmoles o 110-160 ng para los estudios farmacocinéticos y distribucién de sitio
celular, en 100-200 ml de salino tamponado con fosfato (PBS Dulbecco’s, Bio Media, Francia) y se administré de
manera intravenosa en la vena yugular de ratas anestesiadas (halotan para WBA o pentobarbital para todos los otros
experimentos).

D. Visualizacion de la autoradiografia macro de cuerpo completo

Los tejidos objetivo para el producto de SMR1 de maduracién de secrecion final, el pentapéptido, se examind, in
vivo, mediante el procedimiento de autoradiografia de todo el cuerpo segtin el procedimiento de Ullberg (Ullberg et
al., 1981).

Las ratas de cinco semanas de vida se sacrificaron bajo halotano, en 90 seg., 3, 60 y 240 minutos, después de
inyeccion intravenosa de 3 nmoles (6,66 MBq o 2 ug) de pentapéptido tritiado. En el tiempo seleccionado, el animal
contenido se sumergi6 inmediatamente en una mezcla a -80°C de hielo seco e isopentano, para evitar la redistribucién
del trazador artefactual. Después de 48 horas en pléstico autosellante almacenado a -30°C, el animal se bloqued a
continuacién en medio montante. Se hicieron secciones sagitales de todo el cuerpo (20 mm) de la rata congelada a
-30°C con un criostato (micrétomo de seccién de cuerpo completo Leitz 300 con un congelador mévil de arcén Leitz
OM, Leica, Francia). Las secciones adheridas a cinta Scotch se dejaron en un congelador, temperatura -30°C, durante
4 dias para asegurar un secado completo. Las cintas se colocaron en casete de pelicula con *H Hyperfilm (Amersham,
Francia) a -20°C. Después de dos semanas, las peliculas se desarrollaron en un desarrollador Kodak D19 y se fijaron
en un fijador Kodak.

E. Preparacion del tejido para seccionado y visualizacion micro-autoradiogrdfica brillante

La localizacién de sitio celular para las concentraciones fisioldgicas de pentapéptido marcado fue investigada
mediante un procedimiento de autoradiografia microscépica de seccidon de parafina o resina. Sesenta minutos después
de la administracién intravenosa de *H-pentapéptido (555 KBq, 160 ng o 250 pmoles), las ratas mecho anestesiadas
se perfusionaron a través de las venas yugulares con tampoén de bicarbonato glucosado Krebs Ringer en hielo frio
y a continuacién tampén PBS de fijacién de 0,5% paraformaldehido/0,5% glutaraldehido (mas glucosa 1,6%, CaCl,
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0,002% y DMSO 1%) (50 ml/5 minutos para cada uno). Los tejidos se retiraron rdpidamente y se cosecharon para el
seccionado de parafina (Paraplast plus-Sherwood medical, OSI, Francia) o para el seccionado de resina (histo-resina
Leica, Francia). Todas las secciones se cortaron en 5 micrones (Reichert Jung para parafina y RM2155 Leica para
secciones de resina) y se montaron sobre portaobjetos de vidrio Superfrost/Plus (sin recubrimiento de gelatina). La
parafina se retird con xileno, y las secciones se llevaron a través de unas series de etanol descendente y a continuacién
ascendente (del 100 al 50%, VN e inversa). Las secciones secas se procesaron a continuacion para autoradiografia de
microscopio de luz mediante la fijacién de cubreobjetos recubiertos de emulsion nuclear (Kodak, NTB2, diluida 1:1
con agua destilada) a las mismas. Después de secarse al aire durante 2 horas a temperatura ambiente se expusieron
las autoradiografias durante 6 a 10 semanas en cajas aisladas de la luz a 4°C. Los cubreobjetos radiosensibles se
desarrollaron en un desarrollador Kodak D19 (3 minutos) y se fijaron en un fijador Kodak (3 minutos). Las secciones
se contratifieron con hematoxilina de Harris (Prolabo, Francia) y azul Toluidine (Sigma, Francia), deshidratadas y
montadas en medio Eukitt. El tejido y los granos de plata subyacentes se vieron y fotografiaron con fotomicroscopio
Leica equipado con 6ptica de campo brillante (DMRD Leitz, Leica).

F. Mapeado y cuantificacion de absorcion del 3H-pentapéptido por parte de los tejidos vivos

La determinacién cuantitativa de la radiactividad en varias secciones de drganos se realizé usando un detector
gaseoso de particulas 3, que se han desarrollado recientemente (Charpak et al., 1989; Tribollet et al., 1991). Los datos
de las secciones del cuerpo completo o secciones de 6rganos individuales colocadas en el detector de la cdmara de gas
se recogieron durante 8 horas, o 50 horas, respectivamente. El nimero de cuentas por pixel se registrd en el generador
de imdgenes 8 2200 (Biospace, Francia) con un detector de superficie de 20 x 20 cm?, seguido por un andlisis de
imagenes asistido por ordenador con el programa S Vision usando un ordenador HP Vectra. La actividad del tritio se
determin6 como cuentas/m?. La linealidad de este procedimiento de deteccién permitié la medicién de la unién no
especifica del *H-pentapéptido, medida en varias estructuras o compartimientos en la seccién con sitios de no unién
aparentes para el péptido (tejidos de fondo, por ejemplo musculo y sangre cardiaca excepto el cerebro y la cuerda
espinal) o en la misma estructura marcada, en experimentos de desplazamiento.

En el caso de cuantificacién radiactiva de las secciones de los drganos o extractos dcidos, usando un contador de
centelleo liquido (MR300 Kronton), se determind la actividad del tritio como cpm/mg de proteina. La concentracién
de proteina se determiné mediante el procedimiento Bradford (Bradford et al., 1976).

G. Caracterizacion cromatogrdfica de absorcion del péptido radiactivo por parte de los tejidos

Las caracteristicas cromatograficas del compuesto marcado asociado, in vivo, con los érganos objetivo se determi-
naron mediante HPLC.

En puntos de tiempo seleccionados (2 y 180 minutos) después de la administracién de pentapéptido tritiado, las
ratas anestesiadas se sacrificaron (inyeccién de sangre cardiaca) y se retiraron rapidamente los tejidos sobre hielo.
Los tejidos se homogenizaron inmediatamente a 4°C en 5-10 voliimenes de dcido clorhidrico 0,1 M usando un homo-
genizador antidifusor (la desmineralizacién del tejido 6seo se realizé después de 24-48 horas a 4°C en hidrocloruro
de guanidio y pretratamiento EDTA, con concentracién final 4 M y 0,25 M, respectivamente). Los tejidos homoge-
neizados se centrifugaron durante 30 minutos a 4°C y 15.000 g. Para determinar la radiactividad tota, se afiadieron
alicuotas de la solucién sobrenadante a 50 volimenes de Biofluor (NEN, Dupont de Nemours, Francia) y se contd en
un contador de centelleo liquido.

Para determinar la radiactividad en la fraccién de pentapéptido, las alicuotas de los extractos de tejido se sometieron
a un procedimiento de extraccion de metanol (Rougeot et al., 1994) después de neutralizacién con Tris/HCI pH 8.5
que contiene DTPA 16 mM (4cido dietilenoTriaminaPenta-Acético, Sigma, Francia). La fase de metanol se retir6 del
sobrenadante mediante evaporacidn parcial, a continuacion liofilizacién y se aplicé la fase acuosa reconstituida que
contiene DTPA 16 mM a una columna ODS AQ (cromatografia HPLC RP C18) (AIT, Francia). Se realiz6 una elucién
con un gradiente lineal de trifluoro acético (TFA) 0,1% en agua/TFA 0,1% en acetonitrilo (Merck, Francia) de 100/0
(vol/vol) a 50/50 (vol/vol) durante 30 minutos, con un indice de flujo de 1 ml/min. Las fracciones se recogieron cada
60 segundos y se analizaron para su radiactividad usando un contador de centello liquido.

H. Secrecion al torrente sanguineo y farmacocinética del pentapéptido, in vivo

a) - Secrecion sistémica de pentapéptido bajo tension éter o basal - y secrecion glandular submandibular inducida
de agente adrenérgico de ratas macho conscientes

La secrecién enddgena al torrente sanguineo in vivo de péptidos relacionados con el precursor SMR1, en particular
el pentapéptido, fue investigada en ratas macho adultas conscientes.

Se colocaron ratas de 9-10 semanas de vida en una jaula expuesta a emanaciones de éter durante 2 minutos, o se
colocaron durante 20-40 minutos en canastas metabdlicas individuales después de la administracién intra-peritoneal de
agentes de secrecion adrenérgicos (fenilefrina, 4 mg/kg mas isoprotereronol, 1 mg/kg) o vehiculo (PBS de Dulbecco).
En tiempos seleccionados, las ratas se anestesiaron con pentobarbital (45 mg/kg). Se tomaron muestras de sangre
mediante puncién cardiaca y se recogieron en tubos previamente enfriados que contienen una mezcla de inhibidores
de peptidasa (EDTA 1 mM, Aprotinina 1000 U/ml, bestatina 130 uM, leupeptina 1 uM, pefabloc 0,4 mM, pepstatina
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1 uM). Se centrifugaron inmediatamente durante 15 minutos en 4000 g y 4°C. Las fracciones de plasma se sometieron
a continuacién a un procedimiento de extraccién de columna Porapak Q (Rougeot et al., 1988) y se probaron para el
contenido de pentapéptido antes y después de las separaciones HPLC.

En resumen, las muestras de plasma acidificadas (concentracién final de HCI 0,1 N) se aplicaron a cuentas de
Porapak Q (Waters, Francia) empaquetadas en una columna de 0,5 X 2 cm. Después, se lavaron con TFA 0,1% en agua,
los péptidos se eludieron con TFA 0,1% en metanol 50% (recuperacion del pentapéptido marcador afiadido fue del 93 +
6%, n = 5). Cada una de las muestras extraidas se analizaron a continuacién usando un sistema HPLC (spectraphysic
SP8000) conectado a una columna de carboximetil HEMA-IEC BIO-1000 (Alltech, Francia). La cromatografia de
intercambio de cationes se realizé con un gradiente lineal de 30 minutos de una etapa de acetato de amonio 1-1000 mM
pH 4,6 con un indice de flujo de 1 ml/min. Se recogieron fracciones de 1 ml y se probaron después de la liofilizacién
para su contenido de pentapéptido. El procedimiento RIA y las caracteristicas para las mediciones de pentapéptido se
han descrito previamente (Rougeot et al., 1994).

b) - Estudios metabolicos y farmacocinéticos del pentapéptido

Se investigo el transcurso de tiempo in vivo de la distribucion, el metabolismo y la eliminacién del pentapéptido
en ratas macho adultas anestesiadas usando concentraciones fisiolgicas de pentapéptido tritiado en circulacion.

A las ratas macho anestesiadas se les dio una inyeccion intravenosa de bolus de 170 pmoles o 110 ng de penta-
péptido tritiado diluido en 100 ul de PBS de Dulbecco. La sangre se recogié en tubos que contienen una mezcla de
inhibidores de peptidasa descrita anteriormente, a través de un catéter sildstico implantado en la vena yugular externa.
La sangre se retir6 justo antes y 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién de penta-
péptido. Se tomaron dos milimetros de sangre por rata en todas y se recogio el contenido de toda la vejiga urinaria en
un punto seleccionado final.

Las muestras bioldgicas se sometieron a centrifugacién y a las condiciones de extraccién de Parapak Q, tal como
se ha descrito anteriormente. Se aplicé a continuacién cromatografia usando el procedimiento HLPC descrito anterior
y en la referencia (Rougeot et al., 1994) a cada muestra extraida. E1 ODS AQ RP-C18 se us6 para la identificacién
de metabolitos de terminal amino y Pep RPC HR C18 (Pharmacia, Francia) para la identificacién de metabolitos de
terminal carboxil. El contenido de radiactividad de las muestras antes y después de las separaciones cromatograficas
se determiné usando un contador beta (Kontron, MR300).

Ejemplos
Ejemplo 1

Distribucion de organos objetivo de pentapéptido, hexapéptido o undecapéptido derivados de SMR1 marcado 3H en
ratas macho examinadas mediante autoradiografia de cuerpo completo (WBA)

La WBA tiene una aplicacién considerable en estudios de unién al receptor y en el andlisis del destino bioldgico
de las proteinas y los péptidos. Cuando se aplica esta aproximacién al examen de los tejidos objetivo potenciales del
pentapéptido SMR1 derivado de SMG. El mapeado y el transcurso del tiempo de la distribucion del tejido del pen-
tapéptido radiactivo fue investigado en 90 segundos, 3 minutos, 60 minutos, y 240 minutos, después se inyectaron
sistémicamente 3 nmoles o 2 ug de pentapéptido *H en ratas macho de 5 semanas de vida. Para generar imégenes
autoradiograficas de densidad suficiente en un tiempo de exposicién razonable, y para apreciar la absorcion especifica
comparada con el marcado no especifico, se utilizé una cantidad de isétopo 6,66 MBq en estos experimentos. Aunque
hemos usado péptido tritiado de alta actividad especifica (2,22 TBg/mmol), la dosis de péptido infundido en la circu-
lacién resultd en cantidades de pentapéptido en sangre de 10 pliegues su nivel fisioldgico (ver el capitulo siguiente).
Ademds, para eliminar la posibilidad de sitios de unién del péptido previamente ocupados por péptido endégeno, se
usaron ratas macho pubescentes de cinco semanas de vida, ya que hemos mostrado previamente que los péptidos de-
rivados del SMR1 eran detectables en la rata macho SMG solamente a partir de una edad postnatal de seis semanas
(Rougeot et al., 1994).

La distribucion anatémica bruta de la absorcién del pentapéptido *H 60 minutos después de la dosis, sobre todas
las secciones sagitales del cuerpo de la rata se muestra en las figuras 1 y 2. Tal como se representa en los autoradiogra-
mas representativos (Figuras 1-A, 1-B), sesenta minutos después de una inyeccion intravenosa bolus de pentapéptido
radiactivo, fue evidente una acumulacién densa y distinta de los granos de plata en el rifién y en todos los tejidos éseos,
asi como en el tejido dental, la mucosa glandular del estémago, los 16bulos pancredticos y la glandula submandibular.
En este tiempo seleccionado, se apreciaron niveles moderados de marcado en el higado, bazo, timo y pared intestinal.
No el cerebro ni la médula espinal acumularon pentapéptido radiactivo, demostrando que una barrera sangre-cerebro
astringente limit6 la absorcién del péptido in vivo.

La determinacion del objetivo del péptido del tejido se realiz6 mediante una cuantificacién de produccién de
imagenes radio S (figura 2). El niimero de particulas 8 emitidas por unidad de superficie se recogié directamente a
partir de las secciones del cuerpo completo, durante 8 horas. La linealidad y la selectividad de este procedimiento de
deteccién permitié un medicién relevante de las estructuras marcadas comparadas con el ennegrecimiento definido
con un drea anatémica seleccionada de la misma seccién (aqui, sangre en el espacio cardiaco) (Tribollet et al., 1991).
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En el rifién, el pancreas, los huesos, los incisivos, la glandula submandibular y la mucosa gastrica glandular, la
concentracion de radiactividad 60 minutos después de la dosis, en cuentas/mm? por § horas, era marcadamente mas
alta, 4 a 10 veces, que la de la sangre en el corazén. Mucha mas radiactividad estaba presente en estos espacios
de tejido que la predicha por el mismo espacio sanguineo anatémico (figura 3). Esta sobreestimacion del plasma
anatémico y de los espacios intersticiales puede reflejar la presencia de unidn en el sitio receptor del péptido en estos
tejidos (Whitcomb et al., 1993). En el higado, el timo, la pared intestinal y el bazo, la acumulacién de tejido relativa
era igual o menor que 2 pliegues del ennegrecimiento. Y, en todos los otros tejidos visualizados (musculo, génada,
cartilago, mucosa géstrica no glandular, cerebro) el nivel de radiactividad era igual, o menor, que en el drea sanguinea,
reflejando la restriccion del péptido solamente en el plasma anatomico y en los espacios intersticiales de estos 6rganos
(figura 3).

Los resultados de la absorcién del hexapéptido *H (figura 4) y del undecapéptido *H (figura 5) indican claramente
que los 6rganos objetivo de estos otros productos de maduracién de la proteina SMR1 son casi los mismos que los
organos objetivo del pentapéptido. Especificamente, el rifién y el pancreas son los 6rganos objetivo preferidos, aunque
el hexapéptido también es retenido muy eficientemente por la mucosa glandular del estomago.

El perfil dindmico de la absorcién del pentapéptido *H revel6 que la radiactividad se distribuye rdpidamente y se
acumula diferencialmente tan rapido como en 90 segundos y 3 minutos, en el rifién, pancreas, tejido dental y pared
glandular gastrica, con un tejido de relacién sanguinea préxima a 2. La marca persistié en estos tejidos mds de 240
minutos. Mas precisamente, en el rifion, el marcado era predominantemente en la zona medular externa, a lo largo del
transcurso del tiempo estudiado desde 90 segundos a 240 minutos después de la inyeccién (figura 1-A, 60 minutos
después de la inyeccion). En el hueso, el marcado se visualiz6 predominantemente tan pronto como 90 segundos y
3 minutos, sobre las superficies del hueso periosteal (periosteo). En los dientes, el marcado se acumulé de manera
larga y duradera en la masa interna de la raiz de los incisivos, asi como en el hueso alveolar. Por el contrario, en la
sangre y el los 6rganos ricos en sangre tal como el pulmén y los miisculos, la radiactividad se distribuyé ampliamente
en 90 segundos y 3 minutos, pero de donde se excluyé completamente en 60 minutos. No se encontré radiactividad
en el contenido intestinal 240 minutos después de la inyeccidn, mientras que la vejiga tenia radiactividad, indicando
que parte del pentapéptido y/o los metabolitos ha se habia excretado en la orina. Esto es consistente con el alto
marcado encontrado en la pelvis renal y la ausencia de marcado en el higado 90 segundos y 3 minutos después de
la inyeccioén sistémica. Este resultado se puede explicar mediante una eliminacién mds eficiente del pentapéptido del
flujo sanguineo a través de la filtracién glomerular que la limpieza hepética y la excrecién biliar.

Para determinar si la especie radiactiva detectada es realmente el compuesto administrado, se analizaron tejidos
homogeneizados dcidos de los 6rganos objetivo después de la extraccion de metanol y la cromatografia de fase inversa,
2-20 minutos y 180-200 minutos después de la inyeccién sistémica de 2 ug o 3 nmoles de pentapéptido *H. Se
obtuvo una buena correlacién entre el generador de imdgenes radio 8 y los valores de contabilizacién del centelleo
liquido para cada 6rgano, cuentas/mm? y peso del tejido cpm/g, respectivamente. Después de 5-20 minutos de tiempos
de supervivencia, casi toda la absorcién de radiactividad por parte de los tejidos se extrajo a partir de los tejidos
homogeneizados dcidos mediante el solvente orgdnico usado: 72 + 4%. Mientras que 180 minutos después de la
inyeccion de pentapéptido 3H, se recogié una fraccién de péptido radiactivo solamente cuando se realizé la extraccién
de metanol de los tejidos homogeneizados, a los cuales se afiadi6 DTPA (16 mM), un agente de quelacién de metal
fuerte: 53 + 9%. Ademads, solamente bajo esta condicién de extraccién la cromatografia RP-HPLC revelé que la
radiactividad fue recuperada predominantemente en el pico correspondiente al pentapéptido libre: 52 + 8%. El resto
de la extraccién radiactiva represent6 metabolitos, o complejo péptido no disociado: 8 + 6% y 29 + 14%.

Tomados juntos, estos datos proporcionan una fuerte evidencia de una absorcién selectiva, rdpida y estable del
pentapéptido por parte de la médula externa del riién, mediante los 16bulos pancreéticos, mediante la mucosa glandular
y mediante los tejidos 6seos y dentales.

Ejemplo 2
Patron de secrecion al torrente sanguineo del pentapéptido derivado de SMRI en la rata macho adulta

Para apreciar la relevancia de la absorcion de pentapéptido bajo condiciones fisioldgicas, se investigo la concentra-
cién en el torrente sanguineo endégeno de péptidos relacionados con la proteina del precursor SMR1, en particular del
pentapéptido, en ratas macho adultas conscientes en respuesta a los estimulos farmacolégico y de stress agudo. Las
muestras de sangre y la extraccién descrita en “procedimientos” se realizé en presencia de una mezcla de inhibidores
de peptidasa mds EDTA y bajo estas condiciones, el nivel de pentapéptido inmunoreactivo en plasma basal de las ratas
macho de 10 semanas de vida fue: 1,9 + 0,2 ng/ml, n = 5. En ratas anestesiadas, la respuesta a lo largo del tiempo a
los agentes de secrecion adrenérgicos de la secrecion en sangre del péptido derivado de SMR1 habfan revelado previa-
mente que los péptidos mostraban niveles de circulacién maximos en los 10-30 minutos siguientes a la administracién
peritoneal de la epinefrina (Rougeot et al., 1994). En ratas macho conscientes, 20-40 minutos después de la inyeccién
de la fenilefrina y el isioproterenol, se encontr6 que la respuesta inmunoreactiva al péptido en plasma era de 12,5 +
5,4 ng/ml, n =4.

La exposicién de las ratas a vapor éter saturado durante 2 minutos se usa ampliamente para provocar stress, y su
efecto sobre la secrecion de adrenalina enddgena y adrenocorticotropina, dos de los mediadores mayores de respuesta
al stress, se bien conocida (Rougeot et al., 1991; Van Herck er al., 1991). La respuesta de la secrecién adrenérgica
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endégena a stress agudo de éter en ratas conscientes resulté en un nivel de circulacién de pentapéptido inmunoreactivo
de 7,0 + 4,1 ng/ml, n = 4. La extraccién y el fraccionamiento mediante HPLC de intercambio de cationes de las
muestras de plasma obtenidas bajo condiciones farmacolégicas o de stress agudo inducido mostraron que 56 + 21%, n
= 6 de la fraccion de péptido inmunoreactivo corresponde a pentapéptido libre; el resto corresponde principalmente a
hexapéptido y undecapéptido derivado de SMR1. La cuantificacién inmuno de la fraccién de plasma del pentapéptido
se puede determinar solamente si se realizaron el muestreo y las etapas de extraccion sucesivas en presencia de EDTA
o DTPA.

El rango fisiologico de pentapéptido en circulacion, en ratas macho conscientes, se establecid, por lo tanto, en 1-7
ng/ml.

Ejemplo 3
Transcurso del tiempo en la distribucion y la eliminacion del pentapéptido derivado de SMR1 en plasma

Se investigd el destino in vivo del pentapéptido infundido en la circulacién. El pentapéptido en plasma y sus
metabolitos se midieron con el tiempo después de una unica inyeccién de una cantidad fisiolgica de 110 ng de
pentapéptido tritiado en la circulacién de dos ratas macho. La determinacién de la fraccién radiactiva de péptido
en plasma se realiz6 mediante purificacion RP Porapak Q, y la del pentapéptido radiactivo en metabolitos mediante
cromatografia RP-HPLC. Después de alcanzar un nivel maximo en 2 minutos, la concentracion de pentapéptido en
plasma disminuy6 rdpidamente, volviendo a cerca de un nivel basal en 30 minutos (figura 6).

Los fraccionamientos de HPLC de los extractos de péptido en plasma revelaron que en el torrente sanguineo un
35% del pentapéptido infundido se metaboliz6 en 4 minutos, y que se produjo proteolisis a partir de la parte amino
terminal del péptido. De otra manera, el tratamiento de pH acido en plasma antes de la extraccién de porapak Q
disoci6 parcialmente un complejo de sustancia de unidn del pentapéptido, que representa aproximadamente el 45% de
la fraccién de péptido en circulacion.

Se investigd la eliminacién midiendo la radiactividad excretada a lo largo del transcurso del tiempo del experimento
y se estimo en ratas anestesiadas, en 6 pmoles, eliminada a través de filtracién glomerular, a lo largo de un periodo de
60 minutos. Aproximadamente el 80% de la radiactividad en la orina parecié que era metabolitos de pentapéptido.

Estos resultados sugieren que la distribucidn del pentapéptido en circulacién en los tejidos era casi completa 30
minutos después de la inyeccion. Después de este periodo, para permitir la distribucién total del péptido examinamos
su absorcion celular, 60 minutos después de la inyeccién con concentraciones fisiolégicas de péptido *H.

Ejemplo 4

Localizacion celular de sitios de union de pentapéptido 3H mediante autoradiografia microscopica con luz: radio-
marcado in vivo 60 minutos después de la inyeccion de concentraciones fisiolégicas en circulacion de péptido *H

La comprensién de la funcién del péptido relacionado con SMRI1 requiere informacién sobre la identidad de la
localizacién celular de sus sitios de unidn en los tejidos objetivo identificados anteriormente. Este nivel de se puede
conseguir solamente mediante el recubrimiento directo de las secciones de 6rganos radiomarcadas in vivo con una
emulsion nuclear liquida radiosensible, estando previsto que el péptido radiactivo unido estd reticulado de manera
segura en los sitios de unién con aldehidos divalentes. Ademads, como la absorcién de medicamentos u hormonas puede
verse influenciada por la dosis, el significado de la absorcion celular selectiva del pentapéptido se determiné usando
concentraciones de circulacidn fisioldgicas de la molécula tritiada. El volumen de distribucién para el pentapéptido
en la rata macho se calculé que era de 35-40 ml/100 g de peso corporal, lo que es similar al volumen del fluido
extracelular. Para conseguir una concentracién en plasma del pentapéptido final de 1-7 ng/ml, una rata macho de 100 g
y de cinco semanas de vida requeriria una inyeccion sistémica de 40-280 ng de péptido marcado. Por lo tanto, ratas de
cinco semanas de vida recibieron entre 110-160 ng de pentapéptido *H para reproducir las concentraciones en plasma
de péptido fisioldgico de ratas macho de diez semanas de vida para los siguientes experimentos: 1- localizacién celular
de los sitios de unién del péptido, y 2- saturacidn regional y celular de los sitios de unidén del péptido después de la
coinyeccién de exceso de péptido no marcado.

Las autoradiografias de microscopio con luz del rifién revelaron la presencia de granos de plata confinados pre-
feriblemente en el coértex interno profundo y la banda externa de la médula externa, sobre las células epiteliales del
segmento S3 de la porcién recta de los tibulos proximales. También se apreciaron granos de plata densos en los seg-
mentos S1y S2 de la porcién inicial convoluta de estos tibulos (figura 7-A). No era noticiable ninguna marca celular
especifica en los glomérulos, o en el epitelio de los tibulos distales y de recogida.

En la mucosa gastrica glandular, 60 minutos después de la inyeccién de pentapéptido *H, los granos de plata se
distribuyeron exclusivamente en la mitad basal de las gldndulas géstricas, sobre las células patrén o pépticas (figura 7-
B). En el tejido pancredtico, los granos de plata se concentraron de manera selectiva y homogénea sobre las células de
acini (figura 7-C). No se observé ninguna marca en los diferentes conductos e islotes de Langerhans. Al contrario de
lo esperado, en el tejido objetivo submandibular, no era identificable ninguna asociacién celular selectiva de la marca.
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Las figuras 7-E y 7-F representa una seccién de parte de las vértebras tordcicas y el extremo proximal de la tibia
respectivamente, mostrando ambas el hueso trabecular. En el tejido 6seo, la mayor acumulacién de granos de plata
se produjo exclusivamente en la superficie interna del hueso, en los espacios con tejido medular, los espacios del
hueso trabecular. Los espacios intratrabeculares atrapan células dseas, principalmente los osteocitos y sus procesos
largos citopldsmicos ocupan las lacunae y las canaliculi, respectivamente. En estos espiculos de hueso, los granos de
plata eran mas densos sobre la capa canalicular que sobre la capa lacunar. La acumulacién especifica de granos de
plata no era noticiable en la placa de crecimiento cartilaginoso o en la médula hematopoiética (figuras 7-E, 7-F). La
figura 7-D representa una seccion en raiz del incisivo superior de la rata. En este tejido dental, los granos de plata se
concentraron selectivamente sobre toda la capa de la dentina, a lo largo de la longitud de los tibulos dentilanes y del
sistema canalicular.

En experimentos de desplazamiento, se examiné la distribucién celular y del tejido total del pentapéptido *H,
después de 60 minutos después de la inyeccion de 100 pliegues en exceso de péptido no marcado. El gran exceso de
concentracion de ligando frio resulté en el desplazamiento casi completo de la absorcién de pentapéptido *H en la
médula externa renal y la difusioén de la marca hacia los conductos de recogida de la médula interna (figura 8-A). El
exceso de péptido no marcado redujo la unién en varias extensiones en la mucosa glandular del estémago, los 16bulos
pancredtico y submandibular y el hueso largo, con un porcentaje de marcado especifico de 38-61%, 37-55%, 51-
91% y 29-38%, respectivamente. La floja reduccién detectable de péptido radiomarcado se podria explicar por la baja
abundancia de sitios receptores, o la presencia de productos de degradacién radiactivos significativos distribuidos entre
el plasma y el espacio intersticial, y puede oscurecer la unién saturable, in vivo (Whitcomb et al., 1985). En nuestro
experimento, parece que la efectividad en la deteccidn de la unién saturable in vivo depende de la distribucién de los
sitios de unién del péptido en los 6rganos especificos, una distribuciéon amplia (I6bulos pancredtico y submandibular),
o una distribucién estrecha (huesos, estdmago, rifién) y en la selectividad de los procedimientos de analisis usados, es
decir, las cuentas de tejido totales o el andlisis de diferencias regionales, respectivamente (figura 8-B, rifién, porcentaje
de marcado especifico entre el 12 y el 92%).

En el presente estudio, usando un procedimiento de marcado in vivo acoplado a un generador de iméagenes de radio
[ cuantitativo de secciones del cuerpo de la rata al completo, los inventores demuestran que el pentapéptido derivado
de SMRI1 que circula tiene acceso a regiones selectivas en rifidén, pancreas, glandula submandibular, hueso, diente y
estémago. Los perfiles de absorcién del tejido tienen caracteristicas esenciales que permiten identificar los sitios de
unién especificos in vivo, la unién es rapida (90 segundos después de la administracién, a mds tardar), estable (240
minutos), selectiva y saturable. También se ha demostrado que este péptido a modo de hormona se puede unir a estos
sitios receptores del tejido en concentraciones de circulacion fisiol6gicas de rata macho adulta.

Tal como se soporta por el andlisis del generador de imagenes radio 8 cuantitativo y la cinética de la distribucion y
la eliminacién del pentapéptido en el torrente sanguineo de la rata, en 90 segundos, y 3 minutos (fase de distribucién
del péptido en circulacion), la cantidad de pentapéptido en un tejido distinto refleja la suma de las cantidades en el
plasma y el espacio intersticial mas los sitios receptores de unién. En 60 minutos (fase de eliminacién del péptido en
circulacién) y mds tarde, la cantidad refleja el secuestro de los sitios de unién del péptido mediados. Por lo tanto, la
medicién de la selectividad y de la saturabilidad de la absorcién celular y del tejido, realizada 60 minutos después
de la administracién del péptido, refleja realmente los sitios de unidn especificos para el pentapéptido. Se demostrd
una distribucién rdpida y estable y una acumulacién del pentapéptido en la médula externa del rifién, los 16bulos
pancredticos, la mucosa glandular del estomago y tejidos Oseos periosteales y alveolares, asi como en la estructura
dentinal del incisivo. La falta de una absorcién temprana del pentapéptido por la matriz dsea interna podria estar
relacionada con un indice substancialmente mds lento de intercambio entre la sangre y el fluido extracelular 6seo,
comparado con el intercambio entre la sangre y los fluidos extracelulares no 6seos (Billinghurst et al., 1982).

Los inventores extendieron este estudio mediante la identificacién de la localizacién celular a la que se une el penta-
péptido en cada tejido in vivo. Esta aproximacion proporciona el sitio de accidn, una etapa esencial en la determinacién
del papel del péptido derivado de SMR1 en ratas macho.

Los presentes resultados proporcionan una evidencia directa que los sitios de unién del pentapéptido estan loca-
lizados en porciones especificas del nefrén de la rata macho, con una densidad de distribucién en el area del cortex
interno profundo y la banda externa de la médula externa, y en particular sobre las células epiteliales de segmentos
S3, S2 y S1 de los tibulos proximales. Por lo tanto, desde un punto de vista histoldgico, lo que se ha encontrado
evidencia un papel del pentapéptido en circulacién en la regulacién de la funcién renal en ratas macho adultas. La
tabula convoluta proximal juega un papel mayor en la reabsorcién de Na*, NCO3~, Cl~, Ca2*, PO4-, agua y solutos
orgdnicos tales como glucosa y aminodcidos. La actividad de la mayoria, si no todos, los sistemas de transporte epi-
teliales renales, estd regulada hormonalmente mediante esteroides (esteroides gonadales y glucocortico-adrenales) y
hormonas de péptido (hormonas pancredticas, pituitarias y paratiroides). La mayoria de las hormonas que modulan la
reabsorcién tubular y los procesos de secrecién actiian sobre los receptores de membrana y pueden ganar acceso a las
células del flujo sanguineo (Tisher et al., 1996).

La visualizacion de los sitios de unién del pentapéptido en el drea interna del hueso, el tejido dseo trabeculae y
en la superficie 6sea periosteal, el periostio, proporciona una evidencia in sifu para un papel para el pentapéptido en
la regulacion de las actividades de remodelacién 6sea. Aunque la remodelacién 6sea es un proceso poco entendido,
numerosos datos indican que esta actividad se asegura mediante varias hormonas, que incluyen esteriodes (androge-
nos, oestrégenos y glucocorticoides) y hormonas de péptido (hormona paratiroide, hormona del crecimiento, factor
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de crecimiento de insulina-1, tiroxina, glucagén), derivadas del suministro sanguineo al hueso. Ademds, en la uni-
dad de remodelacion 6sea trabecular que tiene el mayor indice de movimiento 6seo y la capacidad de respuesta de
las hormonas, el pentapéptido se acumula sobre los largos procesos citopldsmicos de los osteocitos, los canaliculos.
Estos procesos de canales tubulares son adyacentes a los lacunae de osteocitos y se abren al fluido extracelular en la
superficie 6sea. Estan implicados en la deposicidn, o resorciéon de los iones de calcio y fosfato que estdn presentes en
el fluido extracelular 6seo, y con la deposicion de cristales de hidroxiapatita. Ademads, el periostio es necesario en la
regeneracion 6sea durante la reparacion de fracturas (Jee et al., 1988). Este descubrimiento sugiere que los péptidos
derivados de SMR1 pueden contribuir a la regulacién de la dindmica 6sea y su movimiento en una rata macho adulta,
como moduladores hormonales.

Ademés, el pentapéptido derivado de SMG también podria actuar como agente de transporte mineral, sin embargo
su absorcién exclusiva mediante la matriz 6sea del esqueleto (no mediante la matriz cartilaginosa) y los tibulos pro-
ximales renales (no mediante tibulos distales) estd refiida con esta hipdtesis. También podria interactuar como agente
efector de la actividad de la enzima de la membrana, que estd implicada en la mineralizacién del esqueleto y en la
reabsorcion renal mineral. Sin embargo, la interaccién péptido-enzima podria tener unas caracteristicas de unién de
alta afinidad para identificar su localizacién selectiva in vivo justo como se observé en el presente estudio.

Se obtuvo la evidencia de la existencia de los sitios de unién del pentapéptido localizados en los tibulos del
incisivo dental de la rata. La capa de la dentina madura se postula que estd implicada en la iniciacién de un proceso
de mineralizacion del diente (Bernard, 1972). Sorprendentemente, se ha indicado que la estimulacién hormonal del
movimiento del fluido a través de estos tibulos dentales puede ser dependiente en parte de factores parotideos que son
llevados por la circulacién de los dientes (Leonora et al., 1987; Tieche et al., 1994).

La absorcién del pentapéptido por el tejido dental y el hueso alveolar de los incisivos, que estdn sometidos en
la rata a un crecimiento continuo y una rapida remodelacién, respectivamente, proporciona una evidencia adicional
que el pentapéptido derivado de la glandula submandibular estd implicado en la regulacion del equilibrio mineral
entre el transporte mineral esquelético, dental y renal y asi la homedstasis mineral. Ademads, en relacién con las
caracteristicas de comportamiento especificas de la rata macho, estos datos sugieren que el pentapéptido derivado de
SMRI1 y regulado con andrégenos puede ser un componente, que funciona bajo circunstancias de stress que provocan
su secrecion sistémica, de un bucle de retroalimentacién para regular los efectos laterales en cascada sobre el equilibrio
mineral, satisfaciendo as{ los requerimientos homeostéticos minerales.

De otra manera, el intestino y el higado, asi como las glandulas salivares con todavia importantes sitios potenciales
de manipulacién y regulacion de los iones. La absorcion de pentapéptido moderada y retrasada mediante el intestino y
el higado podria estar relacionada con una débil distribucién de péptido activo en estos tejidos. Ademas, la distribucién
celular retrasada y amplia de acumulacion de péptido en la glandula submandibular podria ser debida a una prodccién
enddgena suficiente de péptidos derivados de SMR1 en concentraciones que ocupan sitios de unién disponibles, y/o
una diferenciacion funcional incompleta de células SMG de rata de 5 semanas de vida que estidn potencialmente im-
plicadas en la absorcién de péptido. Incluso, si se produce la diferenciacion de células acinosas que segregan SMR1
durante las primeras seis semanas, las células ductales se diferenciaron completamente solamente a partir de 10 sema-
nas de etapa de desarrollo después del nacimiento (Leeson et al., 1959). Sin embargo, la acumulacién especifica del
pentapéptido en los 16bulos submandibulares soporta la hipétesis de que los péptidos producidos de manera endégena
actdan localmente. Ademds, como la concentracién local de péptidos derivados de SMR1 podria ser mayor que el
rango micromolar en SMG de rata macho adulta, el péptido en circulacién se debilitaria si interviniera por completo
en la funcién glandular.

Las células géstricas patrén y las células acinares pancredticas son también objetivos para el pentapéptido, so-
portando la conclusién de que los péptidos derivados de SMRI1 tienen un papel funcional en la modulacién de la
sintesis y/o secrecion en las células de secrecién de zimégeno y/o la secrecion del fluido y los electrolitos en las
células acinares. La secrecion de las enzimas gdstricas y pancredticas digestivas estd muy regulada y se liberan can-
tidades significativas de las enzimas solamente bajo la estimulacion de las células zimogénicas, tal como se produce
durante la alimentacién (revisado en Hersey 1994 y en Jensen, 1994). Ademads, el mayor mecanismo de regulacién
de la secrecion de enzimas se soporta generalmente que es la estimulacién mediante secretagogos. Los receptores de
secretagogos para una serie de hormonas de péptido se han descrito sobre estas células, incluyendo el péptido intes-
tinal de secretina/vasoactiva y las familias de colecistoquinina (mds péptidos de liberacion de gastrina, taquiquininas
para células acinares). La demostracion de los sitios de unién de pentapéptido en estas células exocrinas soporta la
hipétesis de un papel regulador de los péptidos derivados de SMR1 en el control sistémico de los procesos digestivos
tempranos. Las caracteristicas de cromatografia de la circulacion y el péptido unido al tejido revelaron que el trans-
porte y la absorcion del péptido implica una especie molecular compleja que incluye un elemento de catién mineral.
Para un acuerdo general, el pentapéptido derivado de SMG, como todas las hormonas mayores, se puede fijar a las
moléculas de unién del plasma como depdsito en circulacién para evitar la degradacion y/o para facilitar el transporte
a continuacion de la asociacidn a los sitios receptores de las células.

En conclusion, los datos presentados en la memoria inmediata llevaron a los inventores al descubrimiento que el
pentapéptido derivado de SMR1 en circulacién estd principalmente implicado en el control hormonal del equilibrio
mineral entre por lo menos cuatro sistemas: el hueso, el rifién, el diente y la circulacién. Puede producirse un de-
sequilibrio mineral en respuesta a circunstancias de stress agudo o crénico que incluyen intraspecies que luchan y
sensaciones de dolor, sed, hambre y temperaturas dafiinas. El pentapéptido dependiente de andrégeno en circulacién
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puede ser un componente de un bucle de retroalimentacién que regula, en ratas macho adultas, la respuesta en cascada
a la tensién ambiental en la que se modifican la absorcién o la excrecién mineral, controlando asi la homedstasis
mineral.

Ejemplo 5
El complejo receptor celular que une in vivo el pentapéptido SMR1 se ha aislado y caracterizado bioquimicamente

Procedimiento experimental: Primeras etapas de purificacion del sitio receptor de la médula externa del rifién.

El procedimiento presentado a continuacidn representa el resultado final de los estudios relativos a la optimizacién
de las condiciones apropiadas al aislamiento especifico del complejo pentapéptido receptor SMR1 molecular, cuya
localizacién subcelular y caracteristicas moleculares era desconocidas previamente.

La seleccidn de la poblacién molecular que se busca se hace realidad detectando de manera sistémica la radiactivi-
dad (3 H) creada por el ligando (pentapéptido SMR1) que estd en si mismo reticulado de manera covalente en su sitio
receptor celular.

Como la unién y la reticulacién se realizaron in vivo, se asegura la relevancia fisiolégica de esa interaccién.

Los sitios receptores de tejido objetivo se radiomarcan in vivo mediante el pentapéptido SMR1 tritiado (procedi-
miento usado para las localizaciones celulares, Rougeot et al., Am. J. of Physiol., 1997).

- 45 minutos después de la inyeccién del ligando radiomarcado (300 ng), el sujeto (rata) se infunde (KREBS; +4°C)
para retirar el péptido libre y el péptido con una baja absorcién por parte de los 6rganos objetivo (no especificos).

- La reticulacién covalente del ligando radiomarcado en los sitios objetivos se obtiene después de una infusion
con agentes de conjugacion para las aminas primarias, lisina epsilon, o arginina de guanidio (paraformaldehido +
glutaraldehido: 0,5% en presencia de glucosa: 2,5%, cloruro de calcio: 1,2 mM y DMSO: 0,5%).

- Los rifiones, el pancreas, los huesos femorales, los incisivos y la mucosa géstrica glandular se retiran rapidamente,
se lavan y se incuban a +4°C en presencia de formaldehido 0,25% + glucosa 2,5% durante 3 a 17 horas.

- Los 6rganos se lavaron con PBS 25 mM pH 7.4 y se incubaron en presencia de glicina 0,2 M a +4°C para asegurar
la saturacién del resto de grupos de aldehido libres.

- Los 6rganos se diseccionaron: la médula externa del rifién, el contenido mineral y orgédnico de los incisivos y los
huesos femorales.

- Los tejidos cortados en piezas se lavan a +4°C con 20 vol de PBS (en dos etapas de 10 vol cada uno) en presencia
de inhibidores de proteasa (ver cdcteles en Am. J. Physiol., Rougeot et al., 1994).

- Los tejidos se muelen a +4°C (homogenizador Potter) en 2 x 10 vol. de acetato de amonio (AcNH,) 5 mM pH
8,8 en presencia de inhibidores. El tejido homogenizado es sonicado a +4°C y a continuacién se centrifuga a 1000 g
a +4°C durante 15 minutos. Los supernatantes (= extractos totales) contienen tipicamente 60-85% de la radiactividad
inicial contenida en el extracto crudo.

- La fraccién soluble (proteinas citosol) se separa de los componentes insolubles (membranosos) después de una
centrifugacién a 100 000 g durante 30-60 minutos a +4°C.

- Dependiendo de los tejidos, los supernatantes de citosol juntan el 30-50% de la radiactividad contenida en el
extracto crudo. La radiactividad citosol se supone que representa la internalizacién y/o los componentes de degradacién
intracelular del complejo ligando radiactivo/receptor. Los mayores puntos isoeléctricos son de 5,23-5,85 y sus pesos
moleculares aparantes son > 6 kDa (figuras 21-24).

- Las cuentas de 100 000 g se extraen mediante solubilizacioén de los componentes de la membrana (Rabillard e?
al., Biofutur 126: 1-12, 1993; Bretscher Sci. Amer. 253: 100-109, 1985).

Los diferentes ensayos conducidos con las preparaciones de la membrana de la médula externa del rifién y varios
tipos de detergentes:

- un detergente amforético o i6n anfétero, tal como Chaps®
- un detergente no iénico tal como NP40 o Hecameg®

- un detergente aniénico tal como SDS
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todos usados en concentraciones micelares criticas (CMC) revelan que solamente el SDS proporciona una solu-
bilizacién completa del complejo radiactivo empezando desde las preparaciones de la membrana (tabla 1, figura 9).
Aunque el SDS tiene una excelente potencia de solubilizacién, las interacciones con las proteinas son tales que, por un
lado, es desnaturalizador, y por otro lado, es dificil de retirar y también interfiere con los sistemas de separacion cro-
matograficos, haciendo asi imposible cualquier separacion resolutiva de las diferentes poblaciones moleculares. Por lo
tanto, los inventores han llevado al uso de un agente de solubilizacién del tipo amforético, teniendo las sulfobetainas
SB14 y SB201 un bajo efecto de desnaturalizacién pero remarcablemente eficiente respecto a las proteinas asociadas
con la doble capa de lipidos de la membrana a través de varios dominios de transmembrana (Vuillard ez al., Biochem.
J. 305, 337-343, 1995).

Ademds, los SBs hacen posible el uso posterior de varios sistemas de separacion tales como isoelectrofocaliza-
cion (IEF) de flujo liquido de preparacién que permite la separacién de la poblacién molecular basada en su punto
isoeléctrico (pHi).

Dependiendo de las preparaciones de la membrana tisular, se solubiliza del 40 al 90% del complejo de la membrana
radiactiva, en presencia de ese agente de solubilizacién.

Las etapas posteriores consisten en aislar el complejo radiactivo empezando a partir de las preparaciones de
membrana solubilizada de la médula externa del rifion mediante varios sistemas de separacién, y al mismo tiem-
po delimitando algunas de sus caracteristicas moleculares que son comunes o diferentes para los diferentes tejidos
objetivo: Aqui otra vez el procedimiento propuesto es uno que es el resultado final de varias pruebas para optimi-
zar las condiciones apropiadas para el aislamiento especifico del receptor molecular del pentapéptido receptor de
SMRI.

- la isoelectrofocalizacién (IEF) de flujo liquido de preparacién (gradiente de amfolito en Rotofir, Biorad) se ha
seleccionado como la primera etapa para purificar las proteinas de la membrana solubilizada que contiene en complejo
sitio receptor/pentapéptido SMR1 (Marchase et al., Arch. Biochem. and Biophys. 280: 122-129, 1990; Rich et al.,
Technique 1: 1-203, 1989; Veser anal. Biochem. 182: 217-221, 1989 y Petrash et al. electroforesis 12: 84-90, 1991).
Los extractos solubilizados en SB14/SB20 se aplican directamente y se somete a un campo eléctrico continuo (500-
1000 voltios) durante 3 horas a través de un gradiente lineal de punto isoeléctrico que varia entre 3y 11.

Tal como se representa en la figura 10, para las proteinas de la membrana solubilizadas desde la médula externa del
rifién, este procedimiento de separacién basado en el punto isoeléctrico es muy resolutivo. El pico radiactivo coincide
con una baja cantidad de proteinas (actividad méxima especifica/cpm/mg de proteina).

Las proteinas con un pH alcalino que son predominantes se retiran de esta manera.

En lo que se refiere a la médula externa del rifién, la(s) poblacién(es) molecular(es) radiactiva(s) tiene(n) un pH de
5,89.

A pesar de un rendimiento de purificacion relativamente bajo (20-40%) el procedimiento de purificacién se ha
usado para aislar el complejo del ligando y el sitio receptor renal.

Ademds, una etapa analitica de cromatografia de exclusién del tamafio que permite la separacién de las especies
con un peso molecular comprendido entre 6 y 500 kDa (®Superdex 200, Pharmacia) muestra que las fracciones
resultantes de la isoelectrofocalizacidn de las preparaciones de la membrana de la médula externa del rifién representan
una poblacién radiactiva predominante con un peso molecular de 130 kDa (figura 13) determinado mediante una
calibracién representativa (log PM*VeNm figura 13).

- una cromatografia liquida (FPLC) que usa una fase C,3 inversa estacionaria (Rep RPC Pharmacia) representa la
segunda etapa de purificacién. Como los dominios transmembrana de las proteinas de la membrana son dominios muy
hidrofébicos, era razonable asumir que el sitio receptor para el pentapéptido SMR1 igualmente poseia esa caracteris-
tica.

Después de la didlisis y la liofilizacién de las fracciones IEF radiactivas, el liofilizado se disuelve en acetato de
amonio 5 mM pH 8,8 aplicado a la columna en su cabezal y sometido a un gradiente lineal de acetonitrilo (ACN) de 1-
100% durante 30 minutos con un indice de flujo de 0,75 ml/min (figuras 14 y 15). Tal como se representa en la figura
15, esta etapa es también muy resolutiva. Las dos poblaciones radiactivas coinciden en una baja cantidad de proteinas
que se detectan en 280 nm.

En esta etapa, es necesaria una etapa analitica para controlar la pureza de las fracciones radiactivas aisladas, a
saber, las eluadas mediante acetonitrilo 40%.

Esta etapa analitica se realiza después de una etapa de migracion electroforética sobre geles acrilamida en condi-
ciones de desnaturalizacién (SDS-PAGE) de las fracciones resultantes del procedimiento de cromatografia, seguida
por una etapa de revelacion de las fracciones mediante tintado con nitrato de plata. Los resultados preliminares indi-
can que la poblacién molecular representada mediante el pico 1 de radiactividad (tiempo de retencién de 6 minutos)
resultante del C3-RP (tiempo de retencién de 6 minutos) corresponde a dos bandas con un peso molecular (MW) entre
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100 y 200 kDa. El pico 2 de radiactividad (tiempo de retencion de 20-22 minutos en FPLC C3-RP) corresponde a una
banda detectable (con un MW entre 100 y 200 kDa).

Caracteristicas quimicas de los diferentes sitios receptores tisulares

En el transcurso de varios procedimientos realizados para el ajuste de las etapas de purificacién del sitio receptor
de la médula del rifién (tejido que forma predominantemente el pentapéptido SMR1 junto con el pancreas) hemos
determinado también algunas de las caracteristicas bioquimicas que son comunes o distintas para los diferentes tejidos
objetivo.

Los procedimientos de isoelectrofocalizacion sucesivos revelan que las poblaciones receptoras del ligando mole-
cular radiactivas tiene un punto isoeléctrico de:

- 5,64 + 0,30, n = 10 determinaciones para la médula externa del rifién (figura 16);
- 5,58 + 0,30, n = 3 determinaciones para los 16bulos pancreaticos (figura 17);
- 6,62 + 0,35, n = 3 determinaciones para la mucosa gastrica glandular (figura 18);

- entre 4,2 y 4,9 para la poblacién predominante y de 5,6 para la segunda poblacién de la matriz trabecular dsea
(figura 19,n=1);y

-5,74 - 6,08, n = 1 para la matriz dentinal (figura 20).

Tomados juntos, estos resultados sugieren que estan presentes por lo menos 2 poblaciones moleculares de los sitios
receptores para el pentapéptido SMR1: una con un pHi de 5,58/5,64 + 0,30, representada principalmente en la médula
del rifién, el pancreas y en menor extension en la matriz trabecular 6sea - y dentinal -, y la otra con un pHi de 6,62 +
0,35, representada principalmente en la mucosa géstrica glandular. La tercera poblacién con un pHi de 4,5 + 0,4 que
estd presente en la matriz trabecular 6sea necesita una confirmacion adicional, porque la presencia de altas cantidades
de componentes minerales en esa matriz puede introducir algunas modificaciones en los pardmetros de la separacién
IEF.

Las cromatografias de exclusién de tamafio sucesivas se han usado como etapas analiticas mds que preparativas
(pobre procedimiento resolutivo) o como una etapa para la retirada de los agentes de solubilizacién (que realmente no
se produjo).

Los cromatogramas (figuras 21 a 24) representativos de cada tejido revelan que las poblaciones moleculares ra-
diactivas tienen un peso molecular aparente entre 200 y 400 kDa. Estas poblaciones con un alto peso molecular

encontradas en todos los tejidos objetivo se corresponden realmente a las microcélulas “detergentes de proteinas” bajo
las circunstancias analiticas, estando asi el peso molecular de la proteina receptora algo sobreestimado.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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Rifién: médula

externa

Cpm
(pentapéptido
unido a SMR1)

Rendi-

miento

Actividad

especifica

Homogenato crudo

130 000

43 200 cpm/mg

de proteinas

Extracto completo
(1000 qg)

105 600

Fraccién soluble
citosol 100 000 g

26 000

27%

21 533 cpm/mg

de proteinas

Fraccién insoluble
membrana 100 000 g

40 560

Fracciones membrana
solubilizadas:
5%

chaps

2 520

6%

Fracciones de
membrana
solubilizada: NP40
1%

3 200

8%

Fracciones de
membrana

solubilizada:
hecameg 0, 35%

1 520

Fracciones de
membrana
solubilizada: SDS
0,2%

35 140

87%

139 900
cpm/mg de

proteinas

Fracciones de
membrana
solubilizada: SB 14

1 % + SB201 IM

28 040

69%

46 733 cpm/mg

de proteinas

Como es evidente a partir de las ensefianzas de la memoria, la invencién no estd limitada en 4mbito a una o varias
de las realizaciones detalladas anteriormente; la presente invencion también abarca todas las alternativas que se puedan
realizar por parte de un experto en la materia en el mismo campo técnico, sin desviarse del objeto o del &mbito de la
invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la cantidad de XQHNPR o uno de sus derivados biolégicamente activos que se
han de administrar a un paciente que sufre de un desequilibrio de iones minerales, que comprende las etapas de:

a) incubar un péptido XQHNPR marcado con un anticuerpo policlonal o monoclonal dirigido contra el mismo
péptido;

b) llevar en contacto complejos inmunes formados con una muestra bioldgica de un paciente que se ha de probar
sospechoso de contener un péptido XQHNPR endégeno no marcado;

¢) detectar péptidos marcados unidos al anticuerpo monoclonales o policlonales que no se han desplazado mediante
el péptido XQHNPR endégeno no marcado contenido en la muestra bioldgica para determinar una concentracion de
dicho péptido endégeno que estd contenido en la muestra bioldgica;

d) comparar dicho péptido endégeno del péptido XQHNPR encontrado en la etapa c) con la concentracién del
péptido XQHNPR normalmente encontrada en un individuo sano; y

e) calcular la cantidad de composicién terapéutica, que comprende una cantidad farmacéuticamente activa de una
proteina SMR1, o un producto de maduracién de la proteina SMR1 o de uno de sus derivados biolégicamente activos,
necesaria para suministrar el defecto del péptido XQHNPR en los fluidos y los tejidos corporales.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho péptido XQHNPR es QHNPR.

3. Composicion que comprende una cantidad farmacéuticamente efectiva de:

- una proteina SMR1;

- un producto de maduracién SMR1; o

- un derivado biolégicamente activo de los anteriores;

en combinacién con una cantidad farmacéuticamente efectiva de una molécula implicada en la regulacién de un
equilibrio de iones minerales que se selecciona entre el grupo que consiste en hormona paratiroide (PTH), calcitonina
(CT) y 1,25-dihidroxivitamina (D).

4. Composicion segtin la reivindicacién 3, en la que dicho producto de maduracién SMR1 es un péptido XQHNPR.

5. Composicién segun la reivindicacion 4, en la que dicho péptido XQHNPR es un pentapéptido QHNPR o un
polimero del mismo.

6. Utilizacion de una proteina SMR1, o un producto de maduracion de la proteina SMR1 o de uno de los derivados
biolégicamente activos para la preparaciéon de un medicamento para evitar o tratar un desequilibrio de iones minerales
en un mamifero.

7. Utilizacién segiin la reivindicacién 6, para el tratamiento de un desorden que afecta a los huesos, dientes, renal,
rifién, intestino, pancreas, mucosa estomacal, o paratiroide, provocada principalmente por un desequilibrio de iones
minerales.

8. Utilizacién segun la reivindicacién 6 6 7, para evitar o tratar un desorden que afecta los huesos provocado
principalmente por un desequilibrio de iones minerales.

9. Utilizacién segtin la reivindicacion 8, para evitar o tratar la osteoporosis.

10. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en la que dicho mamifero es un humano.

11. Utilizacion segiin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en la que el medicamento comprende un péptido
de férmula XQHNPR, donde X es un dtomo de hidrégeno, un amino 4cido V o R, o un polipéptido VR, VRG, VRGP,
VRGPR o VRGPRR, o0 uno de sus derivados bioldgicamente activos.

12. Utilizacién segun la reivindicacién 11, en la que el péptido XQHNPR o uno de sus péptidos derivados bioldgi-
camente activos comprende uno o mas amino dcidos en la forma D.

13. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento es una solucién liquida.

14. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento es un gel.
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15. Utilizacién segtn cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento es un polvo seco.

16. Utilizacién segtn cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento es un dispositivo de
suministro de medicamento controlado.

17. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento se administra localmente
cerca de un sitio que se ha de tratar.

18. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que el medicamento que se administra me-
10 diante via oral.
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FIGURA 2
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