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Descripcion:

CAMPO TECNICO

La presente exposicion se refiere a procedimientos y composiciones para el
tratamiento de varios trastornos, incluyendo los trastornos gastrointestinales, la insuficiencia
cardiaca congestiva y la hiperplasia prostatica benigna.

ANTECEDENTES

El sindrome del intestino irritable (IBS) es un trastorno crénico frecuente del intestino
que afecta de 20 a 60 millones de personas solo en los Estados Unidos (Lehman Brothers,
Global Healthcare-Irritable bowel syndrome industry update, Septiembre de 1999). El IBS es
el trastorno mas frecuente diagnosticado por los gastroenterdlogos (28% de pacientes
examinados) y totaliza el 12% de las visitas a los médicos de primeros auxilios (Camilleri
2001, Gastroenterology 120:652-668). En los Estados Unidos, el impacto econémico del IBS
se estima en 25 miles de millones de délares al afno, por los costes directos de la utilizacién
de la atencién sanitaria y los costes indirectos del absentismo en el trabajo (Talley 1995,
Gastroenterology 109:1736-1741). Los pacientes con IBS tienen tres veces mas absentismo
laboral y presentan una calidad de vida reducida. Los pacientes pueden ser incapaces o
estar poco dispuestos a asistir a acontecimientos sociales, al mantenimiento del empleo o a
viajar incluso trayectos cortos (Drossman 1993, Dig. Dis. Sci. 38:1569-1580). Existe una
tremenda necesidad sanitaria inadecuada en esta poblaciéon ya que existen pocas opciones
de prescripcion para tratar el IBS.

Los pacientes con IBS padecen dolor abdominal y un tipo de intestino alterado. Se
han definido tres subgrupos de pacientes de IBS basandose en el habito predominante del
intestino: estreiimiento predominante (c-IBS), diarrea predominante (d-IBS) o alternancia
entre los dos (a-IBS). Las estimaciones de individuos que padecen de c¢-IBS oscilan entre el
20 y el 50% de los pacientes de IBS con 30% citado frecuentemente. En cambio los otros
dos subgrupos que presentan una relacion de género similar, c-IBS es mas frecuente en
mujeres (proporcion de 3:1) (Talley et al. 1995, Am. J. Epidemiol. 142:76-83).

La definicion y criterios de diagndstico para IBS se han formalizado en los “criterios de
Roma” (Drossman et al. 1999, Gut 45:supl. Il: 1-81), que son muy aceptados en la practica
clinica. Sin embargo, la complejidad de los sintomas no ha sido explicada por anomalias
anatémicas o cambios metabdlicos. Esto ha conducido a la clasificacion del IBS como un
trastorno Gl funcional, que se diagnostica basandose en los criterios de Roma vy la
evaluacion limitada para excluir la enfermedad organica (Ringel et al. 2001, Annu. Rev. Med.
52:319-338). IBS se considera que es un trastorno “biopsicosocial” que procede de una
combinacion de tres mecanismos de interaccion: motilidad alterada del intestino, un
aumento de sensibilidad del intestino o colon a los estimulos del dolor (sensibilidad visceral)
y factores psicosociales (Camilleri 2001, Gastroenterology 120:652-668). Recientemente,
han aumentado las pruebas de la funcion de la inflamacién en la etiologia del IBS. Los
informes indican que los subconjuntos de pacientes de IBS presentan pequefios pero
significativos aumentos en la inflamacion del colon y mastocitos, aumento del 6xido nitrico
(NO) inducible y sintasa (INOS) y expresion alterada de las citocinas inflamatorias
(estudiadas por Talley 2000, Medscape Coverage of DDW week).
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SUMARIO

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende:
(a) un polipéptido seleccionado de entre:

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de amino&cidos:

Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y

(iii) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(b) un agente seleccionado de entre:

(i) un inhibidor de bomba de protones;

(i) un agonista del receptor de H2;

(iii) un antagonista del receptor de opioides; y
(iv) un agonista del receptor de opioides; y

(c) un portador farmacéuticamente aceptable.

Otros aspectos y formas de realizaciéon de la invencion, que comprenden los
procedimientos para la producciéon de los polipéptidos mencionados anteriormente, se
exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Mas generalmente, la presente exposicion presenta las composiciones y los
procedimientos relacionados para el tratamiento del IBS y otros trastornos y afecciones
gastrointestinales, por ejemplo, unos trastornos de motilidad gastrointestinal, trastornos
gastrointestinales funcionales, enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD), enfermedad
de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad intestinal inflamatoria, pirosis funcional, dispepsia
(que incluye la dispepsia funcional o la dispepsia no ulcerosa), gastroparesia, pseudo-
obstruccién intestinal crénica (o pseudo-obstruccién del colon) y trastornos y afecciones
asociados al estrefimiento, por ejemplo, estrefiimiento asociado a la utilizaciéon de opioides
destructores del dolor, estrefiimiento posquirdrgico y estrefimiento asociado a trastornos
neuropaticos asi como otras afecciones y trastornos. Las composiciones presentan péptidos
que activan el receptor de la guanilato ciclasa C (GC-C).

La presente exposicidn presenta asimismo las composiciones y los procedimientos
relacionados para el tratamiento de la obesidad, la insufiencia cardiaca congestiva y la
hiperplasia benigna de prostata (BPH).
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Sin vincularse a ninguna teoria en particular, en el caso del IBS y otros trastornos
gastrointestinales los péptidos resultan utiles debido a que pueden incrementar la motilidad
gastrointestinal.

Sin vincularse a ninguna teoria en particular, en el caso del IBS y otros trastornos
gastrointestinales los péptidos resultan utiles, en parte, debido a que pueden disminuir la
inflamacion.

Sin vincularse a ninguna teoria en particular, en el caso del IBS y otros trastornos
gastrointestinales los péptidos resultan asimismo Utiles debido a que pueden disminuir el
dolor gastrointestinal o el dolor visceral.

La presente exposicidbn presenta composiciones farmacéuticas que comprenden
determinados péptidos que pueden activar el receptor de la guanilato ciclasa C (GC-C). En
la exposicion estdn comprendidas las composiciones farmacéuticas que comprenden un
péptido de la exposicidbn asi como composiciones de combinacion que comprenden un
péptido de la exposicion y un segundo agente terapéutico, por ejemplo un agente para tratar
el estrefiimiento (por ejemplo SPI-0211; Sucampo Pharmaceuticals, Inc.; Bethesda, MD) o
algun otro trastorno gastrointestinal. Ejemplos del segundo agente terapéutico incluyen: los
agentes reductores acidos tales como los inhibidores de la bomba de protones y los
bloqueadores del receptor H2, los agentes de pro-motilidad tales como los agonistas del
receptor 5HT (por ejemplo Zelnorm®), agentes antiinflamatorios, agentes antiespasmaédicos,
antidepresivos, agentes analgésicos que actian centralmente tales como los agonistas de
receptores opioides, los antagonistas de receptores opioides, los agentes para el tratamiento
de la enfermedad intestinal inflamatoria, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa (por
ejemplo, Traficet-EN™ (ChemoCentryx, Inc.; San Carlos, CA)), agentes que tratan el dolor
gastrointestinal o visceral e inhibidores de cGMP fosfodiesterasa (motapizona, zaprinast y
suldinac sulfona). Asi, por ejemplo, las composiciones farmacéuticas pueden incluir un
agente analgésico seleccionado de entre el grupo constituido por: bloqueadores del canal
del Ca (por ejemplo, ziconotida), antagonistas del receptor SHT (por ejemplo, antagonistas
del receptor 5HT3, 5HT4 y 5HT1), antagonistas del receptor opioide (por ejemplo,
loperamida, fedotozina, fentanilo, naloxona, naltrexona, metil nalozona, nalmefeno,
cipridima, beta funaltrexamina, naloxonazina, naltrindol, norbinaltorfimina, morfina,
difeniloxilato, pentapéptido de encefalina y trimebutina), antagonistas del receptor NK1 (por
ejemplo, ezlopitant y SR-14033), agonistas del receptor CCK (por ejemplo, loxiglumida),
antagonistas del receptor NK1, antagonistas del receptor NK3 (por ejemplo, talnetant,
osanetant (SR-142801)), inhibidores de la reabsorcion de norepinefrina-serotonina (NSRI;
por ejemplo, milnacipran), antagonistas del receptor vanilloide y canabinoide (por ejemplo,
arvanilo), sialorfina, péptidos relacionados con sialorfina que comprenden la secuencia de
aminoacidos QHNPR (SEC. ID. n® 111) por ejemplo, VQHNPR (SEC. ID. n% 112);
VRQHNPR (SEC. ID. n?: 113); VRGQHNPR (SEC. ID. n%: 114); VRGPQHNPR (SEC. ID. n®:
115); VRGPRQHNPR (SEC. ID. n% 116); VRGPRRQHNPR (SEC. ID. n%: 117); y RQHNPR
(SEC. ID. n% 118), los compuestos o péptidos que son inhibidores de neprilisina,
fraquefamida (H-Tyr-D-Ala-Phe(F)-Phe-NH,; documento WO 01/019849 A1), loperamida,
Tyr-Arg (kiotorfina), agonistas del receptor CCK (caeruleina), péptidos de conotoxina,
andlogos peptidicos de timulina, loxiglumida, desloxiglumida (el isémero R de loxiglumida)
(documento WO 88/05774) y otros péptidos o compuestos analgésicos que pueden
utilizarse con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

La presente exposicion presenta asimismo procedimientos para el tratamiento de
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diversos trastornos gastrointestinales administrando un péptido que actia como un agonista
parcial o completo del receptor de GC-C. El péptido comprende por lo menos seis cisteinas
que forman tres enlaces disulfuro. En determinados casos los enlaces disulfuro se
sustituyen mediante otros entrecruzamientos covalentes y en algunos casos las cisteinas se
sustituyen por otros residuos para proporcionar entrecruzamientos covalentes alternativos.
Los péptidos pueden incluir ademas por lo menos un punto de escisién de tripsina o
quimiotripsina y/o un péptido o pequefia molécula analgésica con terminal carboxi, por
ejemplo, AspPhe o algun otro péptido analgésico. Cuando esta presente en el péptido, el
péptido o las pequenias moléculas analgésicos pueden estar precedidos por un punto de
escisién de quimiotripsina o tripsina que permite la liberacién del péptido o de la pequefa
molécula analgésica. Los péptidos de la invencion son también Gtiles para tratar el dolor y la
inflamacién asociados con varios trastornos, incluyendo los trastornos gastrointestinales.
Determinados péptidos incluyen un punto de escisién funcional de quimiotripsina o tripsina
situado de modo que permita la inactivacion del péptido en la escision. Determinados
péptidos que tienen un punto de escisidon funcional experimentan una escision e inactivacion
gradual en el tubo digestivo y esto es deseable en algunas circunstancias. En determinados
péptidos, un punto de quimiotripsina funcional se altera, aumentando la estabilidad del
péptido in vivo.

La presente exposicion presenta asimismo procedimientos para el tratamiento de otros
trastornos tales como la insuficiencia cardiaca congestiva y la hiperplasia benigna de
préstata administrando un péptido o molécula pequefia (parenteral u oralmente) que actua
como un agonista del receptor de GC-C. Dichos agentes pueden ser utilizados en
combinacién con péptidos natriuréticos (por ejemplo, péptidos natriuréticos auriculares,
péptidos natriuréticos cerebrales o péptidos natriuréticos de tipo C), un diurético o un
inhibidor de la enzima que convierte la angiotensina.

La presente exposicidbn presenta asimismo procedimientos y composiciones para
aumentar la motilidad intestinal. La movilidad intestinal implica disensiones coordinadas
espontaneas y contracciones del estémago, intestinos, colon y recto para desplazar el
alimento a través del tubo gastrointestinal durante el proceso digestivo.

En determinados casos los péptidos incluyen uno, dos 0 mas aminodacidos contiguos
con carga negativa (por ejemplo, Asp o Glu) o uno, dos 0 mas restos contiguos con carga
positiva (por ejemplo, Lys o Arg) o uno, dos o mas aminoacidos contiguos con carga positiva
0 negativa en el terminal carboxi. En estos casos todos los aminoacidos contiguos en el
terminal carboxi tienen carga positiva o negativa. En otros casos los aminoacidos con carga
del terminal carboxi estan precedidos por un Leu. Por ejemplo, las siguientes secuencias de
aminoacidos pueden afnadirse al terminal carboxi del péptido: Asp; Asp Lys; Lys Lys Lys Lys
Lys Lys; Asp Lys Lys Lys Lys Lys Lys; Leu Lys Lys; y Leu Asp. También es posible anadir
simplemente Leu al terminal carboxi.

En un primer aspecto, la presente exposicion presenta un péptido que comprende, esta
constituido por, o estd constituido esencialmente por la secuencia de aminoacidos (I): (1):
Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaas Cyss Cys; Xaag Xaag Cysio Cysq; Xaa, Xaa;z Xaas Cysis Xaase
Xaay; Cysqg Xaasg Xaaxy Xaaps, en la que: Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaases Asn Ser Ser Asn Tyr
0 no se encuentra. En determinados casos, Xaag, Xaay, Xaai», Xaa s, Xaas, Xaa;; y Xaas
pueden ser cualquier aminoacido. En determinados casos, Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, 0
Phe. En otros casos, Xaaspuede ser asimismo Thr o lle. En otros casos, Xaases Tyr, Asp o
Trp. En algunos casos Xaag es Glu, Asp, Gin, Gly o Pro. En otros casos Xaag es Glu; en
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algunos casos Xaages Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; en algunos casos Xaag es
Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe.

En determinados casos, un aminoacido puede ser sustituido por un aminoacido natural,
0 un analégo de aminoacido natural o no natural. Por ejemplo, puede ser sustituido un
aminoacido no natural mediante  3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, = 3-yodo-L-tirosina,
triyodotironina, L-tiroxina, fenilglicina (Phg) o nortirosina (norTyr). Phg y norTyr y otros
amino&cidos que comprenden Phe y Tyr pueden ser sustituidos mediante, por ejemplo, un
halégeno, -CHs, -OH, -CH,NH3, -C(O)H, -CH,CHg, -CN, -CH,CH,CHa, -SH, u otro grupo.

En algunos casos, Xaai, es Asn, Tyr, Asp, o Ala. En otros casos Xaa, es Asn. En
algunos casos Xaa,z es Ala, Pro o Gly, y en otros casos es Pro. En algunos casos Xaai, €s
Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp, y en otros casos es Ala o Gly, y
todavia en otros casos es Ala. En algunos casos Xaais es Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaa;;
es Gly, Pro o Ala; Xaa;g se selecciona de entre Trp, Tyr, Phe, Asn y Leu o Xaaiy se
selecciona de entre Trp, Tyr, y Phe o0 Xaaio se selecciona de entre Leu, lle y Val; o Xaag s
His 0 Xaa,g se selecciona de entre Trp, Tyr, Phe, Asn. lle, Val, His y Leu; y Xaay, Xaay es
AspPhe o no se encuentra o Xaay es Asn o Glu y Xaay; no se encuentra o Xaasgs Xaap
Xaap no se encuentra. La presente exposicion presenta asimismo procedimientos para el
tratamiento de un trastorno gastrointestinal (por ejemplo, un trastorno de motilidad
gastrointestinal, un trastorno gastrointestinal funcional, enfermedad de reflujo
gastroesofégico, ardor estomacal funcional, dispepsia, dispepsia funcional, dispepsia no
ulcerosa, gastroparesia, seudoobstruccion intestinal crénica, o seudoobstruccién coldnica),
obesidad, insuficiencia cardiaca congestiva o hiperplasia benigna de prostata mediante la
administracién de una composicién que comprende un péptido mencionado anteriormente.

Cuando Xaag es Trp, Tyr o Phe o cuando Xaais es Trp el péptido presenta un sitio de
escision de quimotripsina potencialmente funcional que esta dispuesto en la posicion en la
que la escisién inactivara la uniéon al receptor de GC-C por el péptido. Cuando Xaag es Lys 0
Arg o cuando Xaas;s es Lys o Arg, el péptido presenta un sitio de escisiébn de tripsina
potencialmente funcional que esta dispuesto en una posicion en la que la escisién inactivara
la unién al receptor de GC-C por el péptido.

Cuando Xaaiges Trp, tyr 0 Phe, el péptido presenta un sitio de escision de quimotripsina
que esta dispuesto en una posicién en la que la escision liberara la parte del terminal carboxi
del péptido a Xaag. Cuando Xaaig €s Leu, lle o Val, el péptido puede presenta un sitio de
escisién de quimotripsina que esta dispuesto en una posicion en la que la escision liberara la
parte de la terminal amino del péptido a Xaaiy. A un pH relativamente elevado se aprecia el
mismo efecto cuando Xaay es His. Cuando Xaa;g es Lys o Arg, el péptido presenta un sitio
de escision de tripsina que esta dispuesto en una posicion en la que la escision liberara la
parte del terminal carboxi del péptido a Xaaig. Por lo tanto, si el péptido comprende un
terminal carboxi del péptido péptido analgésico a Xaais, el péptido sera liberado en el tracto
intestinal expuesto a la proteasa apropiada. De entre los péptidos analgésicos que pueden
estar comprendidos en el péptido se encuentran: AspPhe (como XaayXaa), endomorfina-
1, endomorfina-2, nocistatina, dalargina, luprén, y sustancia P y otros péptidos analgésicos
descritos en la presente memoria. Estos péptidos pueden, por ejemplo, ser utilizados para
sustituir XaaxoXaay.

Cuando Xaa; o el aminoacido amino terminal del péptido de la presente exposicién (por
ejemplo Xaa, o Xaas) es Trp, Tyr o Phe, el péptido presenta un sitio de escision de
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quimotripsina que esta dipuesto en una posicion en la que la escisién liberara la parte de la
terminal amino del péptido a Xaa; (0 Xaa, 0 Xaas) junto con Xaa;, Xaa, 0 Xaas. Cuando Xaa;
o el aminoacido amino terminal del péptido de la presente exposicién (por ejemplo Xaa, o
Xaas) es Lys o Arg, el péptido presenta un sitio de escision de tripsina que esta dispuesto en
una posicion en la que la escision liberara la parte del terminal amino del péptido a Xaa,
junto con Xaas, Xaa, 0 Xaa;). Cuando Xaa, o el aminoacido amino terminal del péptido de la
presente exposicion es Leu, lle o Val, el péptido puede presentar un sitio de escision de
quimotripsina que esta dispuesto en una posicién en la que la escisién liberara la parte del
terminal amino del péptido a Xaa;. A un pH relativamante elevado se aprecian los mismos
efectos cuando Xaa; His. Por lo tanto, por ejemplo, si el péptido comprende un terminal
amino del péptido analgésico a Xaay, el péptido el péptido sera liberado en el tracto digestivo
expuesto a la proteasa apropiada. De entre los péptidos analgésicos que pueden ser
comprendidos en el péptidos se encuentran: AspPhe, endomorfina-1, endomorfina-2,
nocistatina, dalargina, luprén, y sustancia P y otros péptidos analgésicos descritos en la
presente memoria.

Cuando estan completamente plegados, los enlaces disulfuro estan presentes entre:
Cyse Yy Cysi1; Cysy y Cysis; ¥y Cysio y Cysis. Los péptidos de la presente exposicion
presentan alguna similitud de secuencia con los péptidos ST. Sin embargo, comprende los
cambios de aminoéacidos y/o las adiciones que mejoran la funcionalidad. Estos cambios
pueden, por ejemplo, aumentar o disminuir la actividad (por ejemplo, aumentar o disminuir la
capacidad del péptido para estimular la motilidad intestinal), alterar la capacidad del péptido
para doblarse correctamente, la estabilidad del péptido, la capacidad del péptido para unirse
al receptor de GC-C y/o disminuir la toxicidad. En algunos casos los péptidos pueden
funcionar de manera mas deseable que el péptido ST natural. Por ejemplo, pueden limitar
los efectos secundarios no deseables tales como diarrea y deshidratacion.

En algunos casos uno o ambos miembros de uno o mas pares de restos Cys que
forman normalmente un enlace disulfuro pueden ser sustituidos mediante homocisteina, 3-
mercaptoprolina (Kolodziej et al. 1996 Int J Pept Protein Res 48:274); B,8 dimetilcisteina
(Hunt et al. 1993 Int J Pept Protein Res 42:249) o acido diaminopropinoico (Smith et al. 1978
J Med Chem 21: 117) para formar entrecruzamientos interiores alternativos en las
posiciones de los enlaces disulfuro normales.

Ademas uno o mas enlaces disulfuro pueden ser sustituidos mediante
entrecruzamientos covalentes alternativos, por ejemplo, un enlace amida, una union éster,
una unién alquilo, una union tio éster, un puente de lactamo, una unién carbamoilo, una
union de urea, una unién de tiourea, una union de éster de fosfonato, una unién de alquilo,
un éter, una unién de tioéter, o una unién amino. Por ejemplo, Ledu et al. (Proceedings Natl.
Acad. Sci. 100:11263-78, 2003) describen procedimientos para la preparacion de
entrecruzamientos de lactamo y amida. Schafmeister et al. (J. Am. Chem. Soc. 122:5891,
2000) describen entrecruzamientos en su totalidad de carbono, estables. En algunos casos,
la generacion de dichos entrecruzamientos alternativos requiere sustituir los restos Cys con
otros restos tales como Lys o Glu o aminoacidos no naturales.

En el caso de un péptido que comprenda la secuencia (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas
Cy36 CyS7 Xaag Xaag CyS10 CyS11 Xaa12 Xaa13 Xaa14 CyS15 Xaa16 Xaa17 Cy318 Xaa19 Xaago
Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra y/o la secuencia Xaas Xaaz
Xaap1 no se encuentra, el péptido puede todavia contener aminoacidos de terminal carboxi o
terminal amino o ambos. Por ejemplo, el péptido puede comprender una secuencia de
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terminal amino que facilita la produccién recombinante del péptido y esta escindida antes de
la administracién del péptido a un paciente. El péptido puede asimismo comprender otros
aminoacidos de terminal amino o terminal carboxi. En algunos casos los aminoacidos
adicionales protegen al péptido, estabilizan al péptido o alteran la actividad del péptido. En
algunos casos algunos o la totalidad de estos aminoacidos adicionales se retiran antes de la
administracién del péptido a un paciente. El péptido puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas aminoacidos en su terminal amino o terminal
carboxi 0 ambos. No se requiere que la cantidad de aminoacidos contiguos sea la misma.
Por ejemplo, pueden encontrarse 10 amino&cidos adicionales en el terminal amino del
péptido y ninguno en el terminal carboxi.

En un caso de la presente exposicion, el péptido comprende la secuencia de
aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysio Cysy; Xaas, Xaass
Xaais Cysis Xaaie Xaai; Cysig Xaasg Xaaz Xaaps, en la que: Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas no
se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn; Xaaiz es
Pro; Xaay, es Ala; Xaase es Thr, Ala, Lys, Arg, Trp; Xaas; es Gly; Xaasg €s Tyr o Leu; Xaay
Xaapi es AspPhe o no se encuentra. Cuando Xaay, Xaa,s y/o Xaa; Xaa, Xaaz; Xaas Xaas no
se encuentran, pueden encontrarse aminoacidos contiguos adicionales en algunos casos.

Los péptidos de la presente exposicién de acuerdo con la presente invencién son los
péptidos mencionados en las reivindicaciones adjuntas.

En un segundo aspecto, la presente exposicién presenta asimismo un procedimiento
profilactico o terapéutico que comprende la administracién de un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas Cyss Cys; Xaag Xaag Cysig Cysi4
Xaas, Xaa;3 Xaays Cysis Xaae Xaas; Cysig Xaajg Xaay, Xaap, en la que: Xaa; Xaa, Xaas
Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr o no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaaz Xaas no se
encuentra y Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaag es Glu, Asp, Gin, Gly o Pro;
Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaa;; es
Pro o Gly; Xaa4 es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaaieses Thr,
Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaa,; es Gly, Pro o Ala; Xaaig €s Trp, Tyr, Phe o Leu; y Xaay, Xaay;
es AspPhe o0 no se encuentra o Xaay, es Asn o Glu y Xaa,; no se encuentra o Xaase Xaazg
Xaay no se encuentra.

En determinados casos de los procedimientos terapéuticos: el péptido comprende la
secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysio Cysi4
Xaai, Xaa;3 Xaays Cysys Xaae Xaas; Cysig Xaajg Xaay, Xaap, en la que: Xaa; Xaa, Xaas
Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa. es
Asn; Xaais es Pro; Xaay, es Ala; Xaaig es Thr, Ala, o Xaass es cualquier aminoacido o Xaaie
es Thr, Ala, Lys, Arg, Trp o0 Xaass es cualquier aminoacido no aromatico; Xaa; es Gly; Xaaig
es Tyr o Leu; y Xaap, Xaap1 es AspPhe o0 no se encuentra.

En determinados casos, la presente exposicion presenta un polipéptido purificado que
comprende la secuencia de aminoacidos (Il):

Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cysg Cys; Xaag Xaag Cysig Cysi; Asnyx Projs Alaj, Cysys
Xaayg Gly;7 Cysig Xaasg Xaay Xaap; en la que

Xaa; Xaa, Xaaz; Xaa, Xaases Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaas
Xaa, no se encuentra y Xaases Asn;

Xaages Glu, Asp;
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Xaages Leu, lle, Val, Trp, Tyr o Phe;

Xaasges Thr, Ala,Trp;

Xaayg es Trp, Tyr, Phe o Leu 0 no se encuentra;
y Xaayy Xaay; es AspPhe.

En varios casos preferidos la presente exposicién presenta un polipéptido purificado que
comprende la secuencia de aminoacidos (ll): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyss Cys; Xaag
Xaag Cysio Cysy1 Asnio Pros; Alai, Cysis Xaass Glys7 Cysig Xaasg Xaay, Xaap; en la que Xaag
es Leu, lle o Val y Xaaiges Trp, Tyr o Phe; Xaages Trp, Tyr o Phe; y Xaaiges Thr, Ala; Xaayg
es Trp, Tyr, Phe y Xaa,, Xaa, es AspPhe; y Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, no se encuentra y Xaases
Asn; el péptido comprende menos de 50, 40, 30 o 25 amino&cidos; o menos de cinco
aminoacidos anteceden a Cyse.

Los péptidos de la presente exposicién se pueden administrar conjuntamente o unirse,
por ejemplo covalentemente a cualquier variedad de los otros péptidos que comprenden los
péptidos analgésicos o los compuestos analgésicos. Por ejemplo, un péptido terapéutico de
la presente exposicion puede unirse a un agente analgésico seleccionado de entre el grupo
constituido por: bloqueantes de canal de Ca (por ejemplo zicotonida), antagonistas del
receptor de 5SHT completos o parciales (por ejemplo los antagonistas de receptor de 5HT3,
5HT4 y 5HT1), agonistas de receptor de SHT completos o parciales que comprenden los
agonistas de receptor de 5HT3, 5HT4 (por ejemplo tegaserod, mosaprida y renzaprida) y
5HT1, agonistas de receptor de CRF (NBI-34041), agonistas de (-3 adrenorreceptor,
agonistas de receptor de opioides (por ejemplo loperamida, fedotocina, fentanilo, naloxona,
naltrexona, metil nalozona, nalmefeno, cipridima, beta funaltrexamina, naloxonazina,
naltrindol, norbinaltofimina, morfina, difeniloxilato, pentapéptido encefalina, asimadolina, y
trimebutina), antagonistas de receptor de NK1 (por ejemplo ezlopitant y SR-14033),
agonistas de receptor de CCK (por ejemplo loxiglumida), antagonistas de receptor de NK1,
antagonistas de receptor de NK3 (por ejemplo, talnetant, y osanetant (SR-142801)),
inhibidores de la reabsorciébn de la norepinefrina-serotonina (NSRI; por ejemplo el
milnacipran), agonistas de receptor vaniloide y cannabinoide (por ejemplo, arvanil),
sialorfina, péptidos relacionados con la sialorfina que comprenden la secuencia de
aminoacidos QHNPR (SEC ID n® 111) por ejemplo VQHNPR (SEC. ID. n%: 112); VRQHNPR
(SEC. ID. n% 113); VRGQHNPR (SEC. ID. n% 114); VRGPQHNPR (SEC. ID. n% 115);
VRGPRQHNPR (SEC. ID. n% 116); VRGPRRQHNPR (SEC. ID. n%: 117); y RQHNPR (SEC.
ID. n%: 118), compuestos o péptidos que son inhibidores de neprilisina, fraquefamida (H-Tyr-
D-Ala-Phe(F)-Phe-NH,; WO 01/019849 A1), loperamida, Tyr-Arg (kiotorfina), agonistas del
receptor CCK (caeruleina), péptidos de conotoxina, analogos peptidicos de timulina,
loxiglumida, desloxiglumida (el isémero R de loxiglumida) (documento WO 88/05774) y otros
péptidos 0 compuestos analgésicos que pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la
presente exposicion.

Los espaciadores de aminoacidos, no aminoacidos, péptidos y no péptidos pueden
interponerse entre un péptido que es un agonista receptor de GC-C y un péptido que
presenta alguna otra funcién bioldgica, por ejemplo, un péptido analgésico o un péptido
utilizado para tratar la obesidad. El enlazador puede ser el que se escinde de los péptidos
contiguos in vivo o el que permanece unido a los péptidos contiguos in vivo. Por ejemplo,
puede utilizarse como espaciador glicina, beta-alanina, glicil-glicina, glicil-beta-alanina, acido
gamma-aminobutirico, acido 6-aminocaproico, L-fenilalanina, L-triptéfano y glicil-L-valil-L-
fenilalanina (Chaltin et al. 2003 Helvetica Chimica Acta 86:533-547; Caliceti et al. 1993
FARMCO 48:919-32) como pueden utilizarse los polietilenglicoles (Butterworth et al. 1987 J.
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Med. Chem. 30:1295-302) y derivados de maleimida (King et al. 2002 Tetrahedron Lett.
43:1987-1990). Se describen varios otros enlazadores en la bibliografia (Nestler 1996
Molecular Diversity 2:35-42; Finn et al. 1984 Biochemistry 23:2554-8; Cook et al. 1994
Tetrahedron Lett. 35:6777-80; Brokx et al. 2002 Journal of Controlled Release 78:115-123;
Griffin et al. 2003 J. Am. Chem. Soc. 125:6517-6531; Robinson et al. 1998 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95:5929-5934).

Los péptidos de la invencién pueden incluir la secuencia de aminoacidos de un péptido
natural en una especie de vertebrado (por ejemplo, mamifero) o en una especie bacteriana.
Ademas, los péptidos pueden ser péptidos parcial o completamente no naturales. Asimismo
estan comprendidos en la presente exposicion los peptidomiméticos que corresponden a los
péptidos de la presente exposicidon. En varios casos, el paciente padece un trastorno
gastrointestinal; el paciente pacede un trastorno seleccionado de entre el grupo constituido
por: trastorno de motilidad intestinal, sindrome del intestino irritable, estrefiimiento croénico,
un trastorno gastrointestinal funcional, enfermedad de reflujo gastroesofagico, ardor
estomacal funcional, dispepsia, dispepsia funcional, dispepsia no ulcerosa, gastroparesia,
seudoobstruccién intestinal crénica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad
intestinal inflamatoria, seudoobstruccion colénica, obesidad, insuficiencia cardiaca
congestiva, e hiperplasia benigna de prostata; la composicion se administra oralmente; el
péptido comprende 30 o menos aminodacidos, el péptido comprende 20 o menos
aminoacidos, y el péptido comprende no mas de 5 aminoacidos antes de Cyse; 0 el péptido
comprende 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30 0 menos aminoacidos.
En otros casos, el péptido comprende 20 o0 menos aminoacidos. En otros casos, el péptido
comprende no mas de 20, 15, 10 6 5 péptidos posteriores a Cysys. En ciertos casos Xaais es
un sitio de escision de quimotripsina o tripsina y esta presente un péptido analgésico
inmediatamente siguiente a Xaajs.

En un tercer aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento de un paciente que padece estrefiimiento. Los criterios aceptados clinicamente
que definen la diversidad de estrefiimiento oscilan desde la frecuencia de los movimientos
del intestino, la consistencia de las heces y la facilidad del movimiento del intestino. Una
definicion habitual del estrefiimiento es inferior a la de tres movimientos del intestino a la
semana. Otras definiciones incluyen heces o defecacién anormalmente duras que requieren
esfuerzos excesivos (Schiller 2001, Aliment Pharmacol. Ther. 15:749-763). El estrefimiento
puede ser idiopatico (estrefiimiento funcional o estrefiimiento de transito lento) o secundario
o de otras causas incluyendo trastornos neurolégicos, metabdlicos o endocrinos. Estos
trastornos incluyen la diabetes mellitus, el hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipocalcemia,
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, lesiones de la médula espinal,
neurofibromatosis, neuropatia autbénoma, enfermedad de Chagas, enfermedad de
Hirschsprung y fibrosis quistica. El estrefiimiento puede ser también el resultado de la
cirugia (ileo posoperatorio) o debido a la utilizacion de farmacos tales como analgésicos
(como los opioides), antihipertensores, anticonvulsionantes, antidepresivos,
antiespasmadicos y antipsicoéticos.

El procedimiento comprende la administracion de una composicion que comprende un
polipéptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa,
Xaa5 Cy36 Cy37 Xaag Xaag CyS10 CyS11 Xaa12 Xaa13 Xaa14 Cy315 Xaa16 Xaa17 Cy318 Xaa19
Xaay Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaases Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se encuentra
0 Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, no se encuentra 'y Xaases Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaages
Glu, Asp, GiIn, Gly o Pro; Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn,
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Tyr, Asp o Ala; Xaas; es Pro o Gly; Xaai, es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys,
Arg, o Asp; Xaaiges Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly, Pro o Ala; Xaaio es Trp, Tyr,
Phe o Leu; Xaaig €s Lys o0 Arg; Xaay, Xaap; es AspPhe 0 no se encuentra o Xaay, es Asn o
Glu y Xaay; no se encuentra o Xaag Xaay, Xaap; No se encuentra.

En un caso del procedimiento, el péptido comprende la secuencia de aminoéacidos (l):
Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaas Cyss Cys; Xaag Xaag Cysio Cysq; Xaa, Xaa;z Xaas Cysis Xaase
Xaai7 Cysyg Xaag Xaay Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag
es Glu; Xaag es Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn; Xaai; es Pro; Xaay4 es Ala;
Xaasg es Thr, Ala, Lys, Arg, Trp; Xaas; es Gly; Xaasg es Tyr o Leu; Xaages Lys o Arg; Xaay,
Xaap1 es AspPhe o0 no se encuentra.

En varios casos preferidos, el estrefiimiento esta asociado a la utilizacion de un agente
terapéutico; el estrefiimiento esta asociado con un trastorno neuropatico; el estrefiimiento es
el estrefiimiento posquirdrgico (ileo posoperatorio); el estrefiimiento esta asociado a un
trastorno gastrointestinal; el estrefimiento es idiopéatico (estrenimiento funcional o
estrefimiento de transito lento); o el estrefiimiento esta asociado a un trastorno neurolégico,
metabdlico o endocrino (por ejemplo, diabetes mellitus, hipotiroidismo, hipertiroidismo,
hipocalcemia, esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, lesiones de la médula espinal,
neurofibromatosis, neuropatia autbnoma, enfermedad de Chagas, enfermedad de
Hirschsprung o fibrosis quistica. El estrefimiento puede ser también el resultado de la
cirugia (ileo posoperatorio) o debido a la utilizacion de farmacos tales como analgésicos (por
ejemplo, opioides), antihipertensores, anticonvulsionantes, antidepresivos,
antiespasmadicos y antipsicoéticos.

En un cuarto aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento de un paciente que padece un trastorno gastrointestinal, comprendiendo el
procedimiento administrar al paciente una composicién que comprende un polipéptido
purificado que comprende la secuencia de aminodcidos (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyse
Cy37 Xaag Xaag CyS10 CyS11 Xaa12 Xaa13 Xaa14 CyS15 Xaa16 Xaa17 CyS18 Xaa19 Xaago Xaag1,
en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaases Asn Ser Ser Asn Tyr o no se encuentra o Xaa, Xaa,
Xaaz Xaas no se encuentra y Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaag es Glu, Asp,
GIn, Gly o Pro; Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn, Tyr, Asp o
Ala; Xaais es Pro o Gly; Xaay, es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp;
Xaaie es Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai7 es Gly, Pro o Ala; Xaais es Trp, Tyr, Phe o Leu;
Xaaig es Lys o Arg; Xaay Xaap: es AspPhe 0 no se encuentra o Xaay es Asn o Glu y Xaay,
no se encuentra o Xaag Xaay, Xaap; no se encuentra.

En un caso del procedimiento, el péptido comprende la secuencia de aminoéacidos (l):
Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaas Cysg Cys; Xaag Xaag Cysio Cysq; Xaa, Xaa;z Xaas Cysis Xaase
Xaai7 Cysyg Xaag Xaay Xaaqs, en la que: Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag
es Glu; Xaag es Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn; Xaai; es Pro; Xaay, es Ala;
Xaajges Thr, Ala, Lys, Arg, Trp; Xaai;es Gly; Xaaig es Tyr o Leu; Xaajges Lys o Arg; Xaaz
Xaap1 es AspPhe o0 no se encuentra.

En varios casos, el paciente padece un trastorno gastrointestinal; o un paciente padece
un trastorno seleccionado de entre el grupo constituido por: trastorno de motilidad intestinal,
sindrome del intestino irritable, estrefiimiento crénico, un trastorno gastrointestinal funcional,
enfermedad de reflujo gastroesofédgico, ardor estomacal funcional, dispepsia, dispepsia
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funcional, dispepsia no ulcerosa, gastroparesia, seudoobstruccion intestinal crénica,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad intestinal inflamatoria,
seudoobstruccion coldnica, obesidad, insuficiencia cardiaca congestiva, e hiperplasia
benigna de préstata.

En varios casos preferidos, Xaag es LNleu, lle o Val y Xaa:s es Trp, Tyr o Phe; Xaag es
Trp, Tyr o Phe y Xaass es Thr o Ala; Xaages Trp, Tyr, Phe; Xaaig es Lys 0 Arg; Xaaz, Xaay;
es AspPhe; Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, no se encuentra y Xaases Asn.

En un quinto aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para aumentar
la motilidad gastrointestinal en un paciente, comprendiendo el procedimiento: administrar al
paciente una composicion que comprende un polipéptido purificado que comprende la
secuencia de aminodacidos (I): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysio Cysi4
Xaa, Xaaiz Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaag Xaay Xaapi, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz
Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr o no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaaz Xaas no se
encuentra y Xaas es Asn, Trp Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaag es Glu, Asp, Gin, Gly o Pro;
Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa;, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaai; es
Pro o Gly; Xaa4 es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, GIn, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaasses Thr,
Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai;es Gly, Pro o Ala; Xaag es Trp, Tyr, Phe o Leu; Xaas es Lys 0
Arg; Xaap, Xaay; es AspPhe o no se encuentra 0 Xaay, es Asn o Glu y Xaa,; no se encuentra
0 Xaaig Xaay, Xaays N0 se encuentra.

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa,
Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysig Cysy1 Xaai, Xaa;z Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaasg
Xaay Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra, Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaai, es Asn; Xaai; es Pro; Xaa, es Ala; Xaas es Thr,
Ala, Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly; Xaag es Tyr o Leu; Xaag es Lys o Arg; Xaay Xaay; es
AspPhe o no se encuentra.

En un sexto aspecto, la presente exposicién presenta un procedimiento para aumentar
la actividad de un receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal en un paciente,
comprendiendo el procedimiento: administrar al paciente una composicién que comprende
un polipéptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa,; Xaa, Xaas
Xaa, Xaas Cysg Cys; Xaag Xaag Cysio Cysi; Xaa, Xaa;z Xaays Cysis Xaass Xaas; Cysig
Xaaig Xaay Xaapi, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se
encuentra o Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, no se encuentra y Xaas es Asn Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe;
Xaag es Glu, Asp, GIn, Gly o Pro; Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa,
es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaais; es Pro o Gly; Xaay, es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle,
Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaasses Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaa;; es Gly, Pro o Ala; Xaag es
Trp, Tyr, Phe o Leu; Xaa;g es Lys o Arg; Xaay, Xaap; es AspPhe o no se encuentra o
Xaay es Asn o Glu y Xaa,; no se encuentra o Xaasg Xaay, Xaap; N0 se encuentra.

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa,
Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysig Cysy1 Xaaj, Xaa;z Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaasg
Xaayy Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn; Xaai; es Pro; Xaa, es Ala; Xaasses Thr, Ala,
Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly; Xaasges Tyr o Leu; Xaasges Lys 0 Arg; Xaay, Xaap: es AspPhe o
no se encuentra.

En un séptimo aspecto, la presente exposicidén presenta una molécula de acido nucleico
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aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag
Xaag Cysqg Cysyy Xaaj, Xaas;s Xaas, Cysis Xaase Xaas; Cysig Xaag Xaay Xaas, en la que:
Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaas Xaa,
no se encuentra 'y Xaases Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr o Phe; Xaag es Glu, Asp, GiIn, Gly o
Pro; Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaai;
es Pro o Gly; Xaay, es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaas es
Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly, Pro o Ala; Xaaig es Trp, Tyr, Phe o Leu; Xaas es
Lys o Arg; Xaay Xaays es AspPhe o no se encuentra o Xaay es Asn o Glu y Xaay; no se
encuentra o Xaasg Xaay, Xaap; no se encuentra.

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa,
Xaa5 Cy36 Cy37 Xaag Xaag CyS10 CyS11 Xaa12 Xaa13 Xaa14 CyS15 Xaa16 Xaa17 Cy313 Xaa19
Xaay Xaays, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn; Xaai; es Pro; Xaas es Ala; Xaasses Thr, Ala,
Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly; Xaajges Tyr o Leu; Xaag es Lys 0 Arg; Xaay, Xaap: es AspPhe o
no se encuentra.

En un octavo aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento del estrefiimiento, comprendiendo el procedimiento administrar un agonista del
receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal. En varios casos, el agonista es un péptido,
comprendiendo el péptido cuatro Cys que forman dos enlaces disulfuro, y comprendiendo el
péptido seis Cys que forman tres enlaces disulfuro.

En un noveno aspecto, la presente exposicidbn presenta un procedimiento para el
tratamiento de un trastorno gastrointestinal, un trastorno de motilidad gastrointestinal, el
sindrome del intestino irritable, el estrefimiento crénico, un trastorno gastrointestinal
funcional, la enfermedad del reflujo gastroesofagico, la acidez estomacal funcional, la
dispepsia, la dispepsia funcional, la dispepsia no ulcerosa, la gastroparesia, la
seudoobstruccion intestinal cronica, la seudoobstruccién colénica, la enfermedad de Crohn,
la colitis ulcerativa, la enfermedad intestinal inflamatoria, la obesidad, la insuficiencia
cardiaca congestiva, o la hiperplasia benigna de préstata, comprendiendo el procedimiento
administrar un agonista del receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal bien oralmente,
por supositorio rectal, o parenteralmente. En varios casos, el agonista es un péptido,
comprendiendo el péptido cuatro Cys que forman dos enlaces disulfuro, y comprendiendo el
péptido seis Cys que forman tres enlaces disulfuro.

En un décimo aspecto, la presente exposicién presenta un procedimiento para el
tratamiento de un trastorno gastrointestinal seleccionado de entre el grupo constituido por:
un trastorno de motilidad intestinal, sindrome del intestino irritable, estrefiimiento crénico, un
trastorno gastrointestinal funcional, enfermedad de reflujo gastroesofagico, acidez estomacal
funcional, dispepsia, dispepsia funcional, dispepsia no ulcerosa, gastroparesia,
seudoobstruccion intestinal cronica, seudoobstruccién coldnica, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerativa y enfermedad intestinal inflamatoria, comprendiendo el procedimiento
administrar un agonista del receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal. En varios
casos la composicibn se administra oralmente; el péptido comprende 30 o menos
aminoacidos, el péptido comprende 20 o menos aminoacidos, o el péptido comprende no
mas de 5 aminoacidos antes de Cyss.

En varios casos, el agonista es un péptido, comprendiendo el péptido cuatro Cys que
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forman dos enlaces disulfuro, o comprendiendo el péptido seis Cys que forman tres enlaces
disulfuro.

En un undécimo aspecto, la presente exposicidbn presenta un procedimiento para el
tratamiento de la obesidad, comprendiendo el procedimiento administrar un agonista del
receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal. En varios casos, el agonista es un péptido,
comprendiendo el péptido cuatro Cys que forman dos enlaces disulfuro, o comprendiendo
los péptidos seis Cys que forman tres enlaces disulfuro.

En un duodécimo aspecto, la presente exposicién presenta un procedimiento para el
tratamiento de la obesidad, comprendiendo el procedimiento administrar un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag
Xaag Cysqg Cysyy Xaaj, Xaas;s Xaas, Cysis Xaase Xaas; Cysig Xaag Xaay Xaas, en la que:
Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr o no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaas
Xaa4 no se encuentra y Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaages Gl Asp, GIn, Gly
o Pro; Xaages Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaai, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaa;
es Pro o Gly; Xaay4 es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaas es
Thr, Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai; es Gly, Pro o Ala; Xaas Trp, Tyr, Phe o Leu; y Xaay, Xaaz
es AspPhe o no se encuentra o Xaay, es Asn o Glu y Xaa,; no se encuentra 0o Xaase Xaazy
Xaap no se encuentra. El péptido se puede administrar solo o en combinacién con otro
agente para el tratamiento de la obesidad, por ejemplo, la sibutramina u otro agente, por
ejemplo, un agente descrito en la presente memoria.

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaas
Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysig Cysy1 Xaai, Xaa;z Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaasg
Xaayy Xaap, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp o Phe; Xaai, es Asn; Xaa; Pro; Xaais es Ala; Xaais es Thr, Ala, Lys,
Arg, Trp; Xaaizes Gly; XaaigesTyr o Leu; y Xaay, Xaap es AspPhe o no se encuentra.

En un decimotercer aspecto, la presente exposicidbn presenta una composicién
farmacéutica que comprende un polipéptido descrito en la presente memoria.

En un decimocuarto aspecto, la presente exposicién presenta un procedimiento para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, comprendiendo el procedimiento:
administrar al paciente una composicion que comprende un polipéptido purificado que
comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag
Xaag Cysqg Cysyy Xaaj, Xaas;s Xaas, Cysis Xaase Xaas; Cysig Xaag Xaay Xaas, en la que:
Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se encuentra o Xaa; Xaa, Xaas Xaa,
no se encuentra y Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaag es Glu, Asp, Gin, Gly o
Pro; Xaag Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyro Phe; Xaai, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaais es
Pro o Gly; Xaai4 es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, GIn, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaass es Thr,
Ala, Asn, Lys, Arg, Trp; Xaai; es gly, Pro o Ala; Xaaig es Trp, Tyr, Phe o Leu; y Xaay, Xaay:
es AspPhe o no se encuentra o Xaay, es Asn o Glu y Xaa,; no se encuentra o Xaase Xaaz
Xaay; no se encuentra. El péptido se puede administrar en combinaciéon con otro agente
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, por ejemplo un péptido
natriurético (tal como el péptido natriurético atrial, el péptido natriurético cerebral o el péptido
natriurético de tipo C), un diurético, o un inhibidor de la enzima conversora de la
angiotensina.

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaaz Xaa,
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Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysig Cysy1 Xaaj, Xaa;z Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaasg
Xaayy Xaap, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaai, es Asn,; Xaais es Pro; Xaai, es Ala; Xaass es Thr,
Ala, Lys, Arg, Trp; Xaay; es Gly,; Xaasg es Tyr o Leu; Xaasg es Lys 0 Arg; Xaay Xaap; es
AspPhe 0 no se encuentra.

En un decimoquinto aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento de la hiperplasia benigna de proéstata, comprendiendo el procedimiento:
administrar al paciente una composicion que comprende un polipéptido purificado que
comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag
Xaag Cysqo Cysi1 Xaaj, Xaasz Xaas Cysis Xaass Xaas; Cysig Xaag Xaay Xaaqs, en la que:
Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaases Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se encuentra 0 Xaa,; Xaa, Xaaz Xaa,
no se encuentra y Xaas es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr, o Phe; Xaag es Glul, Asp, Gin, Gly o
Pro; Xaag es Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn, Tyr, Asp o Ala; Xaai;
es Pro o Gly; Xaai, es Ala, Leu, Ser, Gly, Val, glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp; Xaais €s
Thr, Ala, Asmn, Lys, Arg, Trp,; Xaa; es Gly, Pro o Ala; Xaas es Trp, Tyr, Phe o Leu; Xaay
es Lys o Arg; Xaay, Xaap es AspPhe 0 no se encuentra o Xaay es Asn o Glu y Xaays no se
encuentra o Xaasg Xaay, Xaazs N0 se encuentra.

El péptido puede ser administrado en combinacion con otro agente para el tratamiento
de la BHP, por ejemplo, un inhibidor de la 5-alfa reductasa (por ejemplo, la finasterida) o un
inhibidor alfa adrenérgico (por ejemplo, la doxazosina).

En un caso el péptido comprende la secuencia de aminodcidos (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaay
Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysig Cysy1 Xaai, Xaa;z Xaays Cysis Xaas Xaasz Cysig Xaasg
Xaayy Xaap, en la que Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas no se encuentra; Xaag es Glu; Xaag es
Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe; Xaa, es Asn; Xaai; es Pro; Xaas es Ala; Xaasses Thr, Ala,
Lys, Arg, Trp,; Xaai7es Gly; Xaaiges Tyr o Leu; y Xaay, Xaay; es AspPhe o no se encuentra.

En un decimosexto aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento o la reduccién del dolor, que comprende el dolor visceral, dolor asociado a un
trastorno gastrointestinal o dolor asociado a algun otro trastorno, comprendiendo el
procedimiento: administrar a un paciente una composicion que comprende un polipéptido
purificado que comprende la secuencia de aminoacidos (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cyse
Cys; Xaag Xaag Cysyo Cysi; Xaai, Xaasz Xaays Cysis Xaass Xaas; Cysig Xaasg Xaay, Xaays,
por ejemplo, un polipéptido purificado que comprende una secuencia de aminoacidos dada a
conocer en la presente memoria.

En un decimoséptimo aspecto, la presente exposicién presenta un procedimiento para
el tratamiento de la inflamacién, que comprende la inflamacion del tracto gastrointestinal, por
ejemplo, inflamacién asociada a un trastorno o infeccion gastrointestinal o algin otro
trastorno, comprendiendo el procedimiento: administrar a un paciente una composicion que
comprende un polipéptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa,
Xaa, Xaaz Xaa, Xaas Cyss Cys; Xaag Xaag Cysig Cysi; Xaaj, Xaa;; Xaays Cysis Xaase
Xaai7 Cysyg Xaag Xaay, Xaaps, por ejemplo un polipéptido purificado que comprende una
secuencia de aminodcidos dada a conocer en la presente memoria.

En determinados casos el péptido incluye un péptido que comprende o esta constituido
por la secuencia de aminodacidos Xaa; Xaa, Xaas; Xaa, Xaas Cys Cys Glu Xaag Cys Cys Asn
Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Xaay, Xaap; (SEC. ID. n% 66), en la que Xaag es cualquier
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aminodcido, en la que Xaag es cualquier aminoacido diferente a Leu, en la que Xaag se
selecciona de entre Phe, Trp y Tyr; en la que Xaag se selecciona de entre cualquier otro
aminoacido aromatico natural o no natural, en la que Xaag es Tyr; en la que Xaa; Xaa, Xaas;
Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr; en la que Xaa;, Xaa,, Xaas;, Xaa, y Xaas no se
encuentran; en la que Xaa;, Xaa,, Xaaz y Xaa, no se encuentran; en la que Xaa;, Xaa, y
Xaaz no se encuentran; en la que Xaa; y Xaa, no se encuentran; en la que Xaa; no se
encuentra; en la que Xaay, Xaap; es AspPhe 0 no se encuentra o Xaay, es Asn o0 Glu y Xaay,
no se encuentra o Xaajg Xaay Xaap; no se encuentran. En el caso de un péptido que
comprende la secuencia (l): Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, Xaas Cysg Cys; Xaag Xaag Cysiy Cysi;
Xaas, Xaa;z Xaas, Cysis Xaajs Xaasz Cysig Xaas Xaax Xaap; en la que: Xaa; Xaa, Xaas
Xaa, Xaas no se encuentra y/o la secuencia Xaag Xaay Xaap; no se encuentra el péptido
puede todavia contener aminoacidos carboxi terminales o amino terminales o ambos.

Entre los péptidos Utiles estan los péptidos que comprenden, estan constituidos o estan
esencialmente constituidos por la secuencia de aminoacidos Xaa; Xaa, Xaas Xaa, Xaas Cys
Cys Glu Xaag Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Xaax, Xaay; (ll) (SEC. ID. n°: 66),
son los péptidos siguientes:

GiIn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: -67)

Asn Thr Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 68)

Asn Leu Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 69)

Asn lle Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 70)

Asn Ser Ser GIn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 71)

Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n?% 72) GIn Ser

Ser GIn Tyr

Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 73)

Ser Ser GIn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 74). Asn Ser

Ser Asn Tyr

Cys Cys Glu Ala Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 75)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®:76)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Asn Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 77)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Asp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 78)

Asn Ser Ser Asn yr Cys Cys Glu Cys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 79)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu GIn Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n°: 80

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Glu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 81

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Gly Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 82

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu His Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 83

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu lle Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n°: 84)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®%: 85)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Met Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 86)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 87)
)
)

0)
1)

)

S~ — — —

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Pro Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 88
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Ser Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 89
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Thr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 9
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 9
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n% 92
Cys Cys Glu Ala Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 93)

Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 94)

Cys Cys Glu Asn Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 95)

Cys Cys Glu Asp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 96)

Cys Cys Glu Cys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 97)

Cys Cys Glu GIn Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 98)

Cys Cys Glu Glu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 99)
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Cys Cys Glu Gly Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 100)
Cys Cys Glu His Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 101)
Cys Cys Glu lle Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 102)

Cys Cys Glu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 103)

Cys Cys Glu Met Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n% 104)
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 105)
Cys Cys Glu Pro Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 106)

Cys Cys Glu Ser Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 107)
Cys Cys Glu Thr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 108)
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 109)
Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n?: 110)

En un decimooctavo aspecto, la presente exposicidén presenta un procedimiento para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, comprendiendo el procedimiento
administrar un agonista parcial o completo del receptor de la guanilato ciclasa (GC-C)
intestinal. El agonista puede ser administrado en combinacion con otro agente para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, por ejemplo, un péptido natriurético tal
como el péptido natriurético atrial, el péptido natriurético cerebral o el péptido natriurético de
tipo C), un diurético, o un inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina.

En un decimonoveno aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para el
tratamiento de la BHP, comprendiendo el procedimiento administrar un agonista completo o
parcial del receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal. El agonista puede ser
administrado en combinacién con otro agente para el tratamiento de BHP, por ejemplo, un
inhibidor de la 5-alfa reductasa (por ejemplo, la finasterida) o un inhibidor alfa adrenérgico
(por ejemplo, la doxazosina).

En un vigesimoprimer aspecto, la presente exposicion presenta un procedimiento para
el tratamiento de la obesidad, comprendiendo el procedimiento administrar un agonista
parcial o completo del receptor de la guanilato ciclasa (GC-C) intestinal. El agonista puede
administrarse en combinacién con otro agente para el tratamiento de la obesidad, por
ejemplo, el fragmento del péptido YY335 de la hormona intestinal (PYYs3.36) (N. Engl. J. Med.
349:941, 2003; ikpeapge daspeelnry yaslirhylnl virqry) glp-1 (péptido-1 similar al glucagén),
exendina-4 (inhibidor de glp-1), sibutramina, fentermina, fendimetrazina, hidrocloruro de
bencfetamina (Didrex), orlistat (Xenical), hidrocloruro de dietilpropién (Tenuato), fluoxetina
(Prozac), bupropién, efedra, cromo, garcinia cambogia, benzocaina, sargazo vejigoso (focus
vesiculosus), quitosan, nomame herba, galega (Goat’s Rue, lila francesa), acido linoleico
conjugado, L-carnitina, fibra (faragatona, fibra guar), cafeina, deshidroepiandrosterona,
camedrio (teucrium chamaedrys), B-hidroxi-B-metilbutirato y piruvato. Puede administrarse
tal como por terapia conjunta un péptido util para tratar la obesidad con un péptido de la
presente exposicion como molécula distinta o como parte de una proteina de fusién con un
péptido de la presente exposicion. Asi, por ejemplo, PYY33 puede fusionarse con el
terminal carboxi o amino de un péptido de la presente exposicion. Dicha proteina de fusion
puede incluir un punto de escisién de quimiotripsina o tripsina que puede permitir la escisién
para separar los dos péptidos.

Los péptidos y agonistas del receptor de la guanilato ciclasa (GC-R) intestinal pueden
utilizarse para tratar el estrefiimiento o la motilidad intestinal reducida, la digestion lenta o el
ayuno gastrico lento. Pueden utilizarse péptidos para aliviar uno o mas sintomas del IBS
(hinchazén, dolor, estrenimiento), GERD (reflujo acido en el es6fago), dispepsia funcional o
gastroparesia (nauseas, vomitos, hinchazén, ayuno gastrico retardado) y otros trastornos
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descritos en esta memoria.

Los detalles de una o mas formas de realizacion de la invencién se describen en la
descripcion adjunta.

FIGURAS

La Figura 1a representa los resultados del andlisis por LCMS del péptido MD-915 y el
péptido MM-416776 recombinantes.

Las Figuras 1b y c representan los resultados del andlisis por LCMS del péptido
sintético MD-1100 y el blanco.

La Figura 2 representa los resultados del ensayo de actividad del receptor GC-C
intestinal del péptido MM-416776, MD-915 sintéticos y dos péptidos MD-1100 diferentes.

La Figura 3a representa el efecto del péptido recombinante MM-416776 y de
Zelnorm® en un modelo de transito gastrointestinal murino.

La Figura 3b representa el efecto del péptido MM-416776 sintético y de Zelnorm® en
un modelo de transito gastrointestinal murino.

La Figura 3b representa el efecto del péptido sintético MD-1100 y de Zelnorm® en un
modelo de transito gastrointestinal murino cronico.

Las Figuras 4a y 4b representa el efecto de los péptidos MD-915, MD-1100, y MM-
416776 en un modelo de transito gastrointestinal murino agudo.

La Figura 4c representa el efecto del péptido MD-1100 en un modelo de transito
gastrointestinal murino crénico.

La Figura 5a representa el efecto del péptido MM-416776 y de Zelnorm® en un
modelo de secrecion intestinal de ratdon lactante.

La Figura 5b representa el efecto de MD-1100 y de Zelnorm® en un modelo de
secrecion intestinal de raton.

Las Figuras 6a y 6b representa los efectos de los péptidos MM416776, MD-1100 y
MD-915 en un modelo de secrecidn intestinal de raton.

La Figura 7 presenta los resultados de un experimento en el que se analizé la
actividad de MD-1100 en el modelo de dilatacion de colon TNBS.

Las Figuras 8a y 8b presentan los efectos de diferentes dosis de MD-915 y MD-1100
en el ensayo de retorcimiento de dolor PBQ.

La Figura 9 presenta los resultados del analisis de determinacion de Kd utilizando
MD-1100 en un ensayo de unién competitiva de radioligando.

Las Figuras 10a y 10b presentan los datos de biodisponibilidad para IV y MD-1100
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administrado por via oral y detectado por un ensayo ELISA y LCMS.
DESCRIPCION DETALLADA

Los péptidos de la presente exposicibn que comprenden los péptidos segun la
invencién, se unen al receptor de guanilato ciclasa intestinal (GC-C), un regulador clave de
balance de fluido y electrolitos en el intestino. Cuando se estimula, este receptor, que esta
situado en la membrana apical de la superficie del epitelio intestinal, produce un aumento en
GPM ciclico (GMPc) del epitelio intestinal. Este aumento de GPMc se cree que produce una
disminucion de agua y de absorcién de sodio y un aumento de cloruro y de secrecion de ién
potasio, que conduce a cambios en el fluido intestinal y en el transporte de electrolitos y a un
aumento de la motilidad intestinal. El receptor de GC-C intestinal posee una zona de unién
al ligando extracelular, una zona transmembranaria, una zona similar a la proteina cinasa
intracelular y un dominio catalitico de ciclasa. Las funciones propuestas para el receptor de
GC-C son de homeostasis de fluido y de electrolito, la regulacién de la proliferacién celular
epitelial y la produccion de apoptosis (Shalubhai 2002 Curr. Opin. Drug Dis. Devel. 5:261-
268).

Ademas de ser expresada en el intestino por las células epiteliales gastrointestinales,
GC-C se expresa en los tejidos extraintestinales incluyendo el rifién, pulmones, pancreas,
pituitaria, capsulas suprarrenales, higado en desarrollo (estudiado en Vaandrager 2002, Mol.
Cell. Biochem. 230:73-83) y los tejidos genitales masculino y femenino (estudiados en
Vaandrager 2002, Mol. Cell. Biochem. 230:73-83)). Esto sugiere que los agonistas del
receptor de GC-C pueden utilizarse en el tratamiento de trastornos fuera del tubo digestivo,
por ejemplo, la insuficiencia cardiaca congestiva y la hiperplasia prostatica benigna.

La ghrelin, una hormona peptidica segregada por el estbmago, es un regulador clave
del apetito en los seres humanos. Los niveles de expresién de ghrelin estan regulados por el
ayuno y el vacio gastrico (Kim et al., 2003, Neuroreprt. 14:1317-20; Gualillo et al., 2003,
FEBS Letts 552: 105-9). De este modo, al aumentar la motilidad gastrointestinal, los
agonistas del receptor de GC-C pueden también utilizarse para regular la obesidad.

En los seres humanos, el receptor de GC-C es activado por la guanilina (Gn)
(patente U.S. n® 5.96.097), uroguanilina (Ugn) (patente U.S. n? 5.140.102) y linfoguanilina
(Forte et al., 1999, Endocrinology 140:1800-1806). Resulta interesante que estos agentes
son de 10 a 100 veces menos potentes que una clase de péptidos derivados de bacterias,
denominados ST (estudiados en Gianella 1995 J. Lab. Clin. Med. 125:173-181). Los
péptidos ST se consideran superagonistas de GC-C y son muy resistentes a la degradacién
proteolitica.

El péptido ST es capaz de estimular el sistema nervioso entérico (Rolfe et al., 1994,
J. Physiolo. 475: 531-537; Rolfe et al.,, 1999, Gut 44: 615-619; Nzegwu et al., 1996, Exp.
Physiol. 81: 313-315). Asimismo, se ha descrito que GMPc tiene efectos antinocirreceptores
en muchos modelos animales del dolor (Lazaro lbanez et al., 2001, Eur. J. Pharmacol. 426:
39-44; Soares et al., 2001, British J. Pharmacol. 134: 127-131; Jain et al., 2001, Brain Res.
909:170-178; Amarante et al., 2002, Eur. J. Pharmacol. 454:19-23). De este modo, los
agonistas de GC-C pueden tener tanto un efecto analgésico asi como un efecto
antiinflamatorio.

En las bacterias, los péptidos ST proceden de una preproteina que generalmente
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tiene por lo menos 70 aminodcidos. Las pre y pro zonas se escinden como parte del proceso
de secrecion y la proteina madura resultante, que generalmente incluye menos de
20 amino&cidos, es biolégicamente activa.

Entre los péptidos ST bacterianos conocidos estan: ST Ib de E. coli (Moseley et al.
(1983) Infect. Immun. 39:1167) que tiene la secuencia madura de aminoacidos Asn Ser Ser
Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC. ID. n% 1); ST la
de E. coli (So y McCarthy (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4011) que tiene la secuencia
de aminoacidos madura Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly
Cys Tyr (SEC. ID. n%: 2); ST I* de E. coli (Chan y Giannella (1981) J. Biol. Chem. 256:7744)
que tiene la secuencia de aminoacidos madura Asn Thr Phe Tyr Cys Gys Glu Leu Cys Cys
Tyr Pro Ala Cys Ala Gly Cys Asn (SEC. ID. n®: 3); el péptido ST de C. freundii (Guarino et al.
(1989) Infect. Immun. 57:649) que tiene la secuencia madura de aminoacidos Asn Thr Phe
Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys Tyr (SEC. ID. n®: 4); los péptidos
ST de Y. enterocolitica, Y-ST(Y-STa), Y-STb e Y-STc (estudiados en Huang et al. (1997)
Microb. Pathog. 22:89) que tiene las siguientes preformas de secuencias de aminoacidos:
GIn Ala Cys Asp Pro Pro Ser Pro Pro Ala Glu Val Ser Ser Asp Trp Asp Cys Cys Asp Val Cys
Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys (SEC. ID. n% 5) (asi como una variante Ser-7 a Leu-7 de
Y-STa (SEC. ID. n% 124), (Takao et al. (1985) Eur. J. Biochem. 152:199); Lys Ala Cys Asp
Thr GiIn Thr Pro Ser Pro Ser Glu Glu Asn Asp Asp Trp Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Ala Gly Cys (SEC. ID. n®: 6); GIn Glu Thr Ala Ser Gly GIn Val Gly Asp Val Ser Ser Ser
Thr lle Ala Thr Glu Val Ser Glu Ala Glu Cys Gly Thr Gin Ser Ala Thr Thr GIn Gly Glu Asn Asp
Trp Asp Trp Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys (SEC. ID. n% 7),
respectivamente; el péptido ST de Y. kristensenii que tiene la secuencia de aminoacidos
madura Ser Asp Trp Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys (SEC. ID. n®: 8);
el péptido ST no 01 de V. cholerae (Takao et al. (1985) FEBS lett. 193:250) que tiene la
secuencia de aminoacidos madura lle Asp Cys Cys Glu lle Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe
Gly Cys Leu Asn (SEC. ID. n%: 9); y el péptido ST de V. mimicus (Arita (1991) et al. FEMS
Microbiol. Lett. 79:105) que tiene la secuencia de aminoacidos madura lle Asp Cys Cys Glu
lle Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys Leu Asn (SEC. ID. n®: 10). La tabla a continuacién
proporciona las secuencias de todos 0 una parte de numerosos péptidos ST maduros.

Numero de registro|Gl de GenBank® |Secuencia

del GenBank®

QHECIB 69638 NSSNYCCELCCNPACTGCY (SEC ID n%:1)
P01559 123711 NTFYCCELCCNPACAGCY (SEC ID n%:2)
AAA24653 147878 NTFYCCELCCNPACAPCY (SEC ID n®%:11)
P01560 123707 NTFYCCELCCYPACAGCN (SEC ID n%:3)
AAA27561 295439 IDCCEICCNPACFGCLN (SEC ID n%:9)
P04429 123712 IDCCEICCNPACFGCLN (SEC ID n%:10)
S34671 421286 IDCCEICCNPACF (SEC ID n%:12)
CAA52209 395161 IDCCEICCNPACFG (SEC ID n%:13)
A54534 628844 IDCCEICCNPACFGCLN (SEC ID n%:14)
AAL02159 15592919 IDRCEICCNPACFGCLN (SEC ID n%:15)
AAA18472 487395 DWDCCDVCCNPACAGC (SEC ID n%16)
S25659 282047 DWDCCDVCCNPACAC (SEC ID n®%:17)
P74977 3913874 NDDWCCEVCCNPACAGC (SEC ID n%:18)
BAA23656 2662339 WDWCCELCCNPACFGC (SEC ID n®:19)
P31518 399947 SDWCCEVCCNPACAGC (SEC ID n®:8)
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La forma inmadura (incluyendo las pre y pro zonas) de la proteina ST-1A (ST-P) de
E. colitiene la secuencia siguiente:

mkkImlaifisvisfpsfsqstesldsskekitletkkcdvvknnsekksenmnntfyccelccnpacagcy  (SEC.  ID.
n?: 20; véase numero de registro de GenBank® n® P01559 (gi:123711)). La presecuencia se
extiende desde los aa 1 a 19. La prosecuencia se extiende desde los aa 20 al 54. La
proteina madura se extiende desde el 55 al 72. La forma inmadura (incluyendo las pre y pro
zonas) de la proteina ST-1B (ST-H) de E. colitiene la secuencia siguiente:

mkksilfiflsvisfspfaqdakpvesskekitleskkcniakksnksgpesmnssnyccelccnpactgey (SEC. ID. n®:
21; véase el n® de registro del GenBank® P07965 (gi:3915589)). La forma inmadura
(incluyendo las pre y pro zonas) de la proteina ST de Y. enterocolitica tiene la secuencia
siguiente:

mkkivivivimlssfgafggetvsgqgfsdalstpitaevykqacdpplppaevssdwdccdvecnpacage (SEC. ID. ne:
22: véase el n? de registro del GenBank® S25659 (gi:282047)).

Los péptidos de la presente exposicidn, que comprende los péptidos segun la
invencion, como los péptidos ST bacterianos, tienen seis restos de Cys. Estos seis restos de
Cys forman tres enlaces disulfuros en la forma madura y activa del péptido. Si los seis restos
de Cys estan identificados, desde el terminal amino al carboxi del péptido, como A, B, C, D,
E, y F, entonces los enlaces disulfuro forman los siguientes: A-D, B-E y C-F. La formacién
de estos enlaces se cree que es importante para la unién del receptor GC-C. Determinados
péptidos de la presente exposicién incluyen un punto de escisibn de quimiotripsina
potencialmente funcional, es decir, un Trp, Tyr o Phe situado entre Cys B y Cys D o entre
Cys By Cys D o entre Cys E y Cys F. La escisién en un punto de escisidon de quimiotripsina
reduce o elimina la capacidad del péptido para unirse al receptor de GC-C.

En el cuerpo humano una forma inactiva de quimiotripsina, el quimiotripsinégeno se
produce en el pancreas. Cuando esta enzima llega al intestino delgado se convierte en
quimiotripsina activa mediante la escision de dos dipéptidos. La quimiotripsina activa puede
escindir potencialmente péptidos en el enlace peptidico en el lado de Trp, Tyr o Phe del
terminal carboxi. La presencia de quimiotripsina activa en el tubo intestinal puede conducir
potencialmente a la escision de determinados péptidos de la invenciéon que tienen un punto
de escisidn de quimiotripsina funcional apropiadamente situado. Es de esperar que la
escisién de la quimiotripsina modere la accién de un péptido de la invencidén que tiene un
punto de escision de quimiotripsina situado de forma apropiada como el péptido que
atraviesa el tubo intestinal.

El tripsinégeno, como la quimiotripsina, es una serina proteasa que se produce en el
pancreas y esta presente en el tubo digestivo. La forma activa, tripsina, escindira los
péptidos que tienen un Lys o Arg. La presencia de la tripsina activa en el tubo intestinal
puede conducir potencialmente a la escisiébn de determinados péptidos de la presente
exposicion que tienen un punto de escisiébn de quimiotripsina funcional apropiadamente
situado. Es de esperar que la escision de la quimiotripsina modere la accion de un péptido
de la exposicibn que tiene un punto de escision de quimiotripsina situado de forma
apropiada como el péptido que atraviesa el tubo intestinal.

Muchos trastornos gastrointestinales, incluyendo el IBS, estdn asociados al dolor
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abdominal o visceral. Determinados péptidos de la presente exposicidn incluyen etiquetas
analgésicas o antinorreceptivas tales como la secuencia AspPhe del terminal carboxi
inmediatamente después de un Trp, Tyr o Phe que crea un punto de escision de
quimiotripsina funcional o después de Lys o Arg que crea un punto de escisién de tripsina
funcional. La quimiotripsina en el tubo intestinal puede escindir potencialmente dichos
péptidos del terminal carboxi inmediatamente al resto Trp, Phe o Tyr, liberando el dipéptido,
AspPhe. Este dipéptido se ha demostrado que presenta actividad analgésica en modelos
animales (Abdikkahi et al. 2001, Fundam. Clin. Pharmacol. 15:117-23; Nikfar et al. 1997,
29:583-6; Edmundson et al. 1998, Clin. Pharmacol. Ther. 63:580-93). De esta manera
dichos péptidos pueden tratar tanto el dolor como la inflamacion. Otros péptidos analgésicos
pueden estar presentes en el terminal carboxi del péptido (después de un punto de escisién
funcional) incluyendo: endomorfina-1, endomorfina-2, nocistatina, dalargina, luprén y la
sustancia P. Varios de los péptidos utiles estan basados en la secuencia nuclear: Cys Cys
Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n® 29). Para crear una variante
que presente un sitio de escisiébn de quimotripsina potencialmente funcional que pueda
inactivar el péptido, tanto Leu (subrayado) como Thr (subrayado) pueden ser sustituidos por
Trp, Phe o Tyr o Leu y Thr pueden ser sustituidos por (independientemente) Trp, Phe o Tyr.
Para crear una secuencia que presente un dipéptido analgésico, la secuencia nuclear es
seguida por AspPhe. El terminal carboxi Tyr en la secuencia de nucleo puede permitir que el
dipéptido AspPhe pueda ser liberado mediante quimotripsina en el tracto digestivo. La
secuencia nuclear puede estar precedida opcionalmente por Asn Ser Ser Asn Tyr (SEC ID
n® 123) o Asn.

Para crear una variante que tenga un dipéptido analgésico, la secuencia nuclear es
seguida de Asp Phe. El Tyr del terminal carboxi en la secuencia nuclear puede dejar que el
dipéptido Asp Phe sea liberado por la quimiotripsina en el tubo digestivo. La secuencia
nuclear puede opcionalmente estar precedida por Asn Ser Ser Asn Tyr o Asn.

De este modo, las variantes utiles basadas en la secuencia nuclear incluyen:

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®:
26; MM-416776)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Trp Gly Cys Tyr (SEC ID n®:
-27)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®:
-28; MD-915)

Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n?: 29; MM416774)

Cys Cys Gilu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Trp Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 30-)

Cys Cys Gilu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n%: 31; MD-1100)

Asn Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 32) Asn Cys
Cys Glu Leu Cys Cys

Asn Pro Ala Cys Trp Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 33)

Asn Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: -34)

Asn Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 35)

Asn Cys Cys Gilu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: -36)

Asn Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 37)

Asn Cys Cys Gilu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC ID n®: 38)
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Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp

Phe
(SEC ID n2: 39)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Tip Gly Cys Tyr Asp

Phe
(SEC ID n®: 40)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asa Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp
Phe

(SEC ID n%: 41)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp

Phe
(SEC ID n%: 42)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp

Phe
(SEC ID n%: 43)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp
Phe
(SEC ID n: 44)

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp

Phe
(SEC ID n2: 45)

Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 46)

Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Trp Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 47)

Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n?: 48)
Cys Cys Gilu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 49)

Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 50

Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®51)

Cys Cys Gilu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 52)

Asn Cys Cys Gilu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n?: 53)
Asn Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Trp Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 54)
Asn Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n?: 55)
Asn Cys Cys Gilu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 56)
Asn Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 57)
Asn Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 58)
Asn Cys Cys Gilu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr Asp Phe (SEC ID n®: 59)
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En algunos casos, los péptidos de la presente exposicién se producen como una
preproteina que incluye la secuencia principal aminoterminal:

mkksilfiflsvisfspfaqdakpvesskekitleskkcniakksnksgpesmn (SEC. ID. n? 23). Cuando el
péptido es producido por una célula bacteriana, por ejemplo, E. coli, la secuencia principal
anterior se escindird y el péptido maduro se segregara de manera eficiente en la célula
bacteriana. La patente U.S. n? 5.395.490 describe vectores, sistemas de expresion y
procedimientos para la produccion eficaz de péptidos ST en células bacterianas y
procedimientos para conseguir la secrecién eficaz de péptidos ST maduros. Los vectores,
sistemas de expresion y procedimientos descritos en la patente U.S. n? 5.395.490 pueden
utilizarse para producir los péptidos ST y los péptidos ST variantes de la presente
exposicion.

Péptidos variantes

La presente exposicion comprende ademas péptidos variantes que pueden
comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, o diez (en algunas
circunstancias inferiores a 5 o inferiores a 3 6 2 o inferiores) sustituciones de aminoacidos
en comparacién con los péptidos especificos dados a conocer en la presente memoria. La(s)
sustitucién(ones) pueden ser conservadoras 0 no conservadoras. Los aminoacidos naturales
pueden ser sustituidos por D-isdbmeros de cualquier aminoacido, aminoacidos no naturales,
y otros grupos. Una sustitucion de aminoacido conservadora provoca la alteracién de un
aminoacido para un aminacido de actuacion similar, o aminoacido de similar carga,
polaridad o hidrofobicidad. En algunas posiciones, incluso las sustituciones de aminoacidos
conservadoras pueden reducir la actividad del péptido. De entre las sustituciones de
aminoacidos naturales, las consideradas generalmente conservadoras son:

Para aminoéacido Cédigo Sustitucion con cualquiera de
Alanina Ala Gly, Cys, Ser
Arginina Arg Lys, His
Asparagina Asn Asp, Glu, Gin
Acido aspartico Asp Asn, Glu, Gin
Cisteina Cys Met, Thr, Ser
Glutamina Gin Asn, Glu, Asp
Acido glutamico Glu Asp, Asn, Gin
Glicina Gly Ala
Histidina His Lys, Arg
Isoleucina lle Val, Leu, Met
Leucina Leu Val, lle, Met
Lisina Lys Arg, His
Metionina Met lle, Leu, Val
Fenilalanina Phe Tyr, His, Trp
Prolina Pro
Serina Ser Thr, Cys, Ala
Treonina Thr Ser, Met, Val
Triptéfano Trp Phe, Tyr
Tirosina Tyr Phe, His

Valina Val Leu, lle, Met
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En algunas circunstancias puede resultar deseable tratar a los pacientes con un
péptido variante que se une al y activa el receptor de GC-C intestinal, pero es menos activo
que la forma no variante del péptido. Esta actividad reducida puede surgir de la afinidad
reducida para el receptor o una capacidad reducida para activar el receptor una vez unido o
reducida la estabilidad del péptido. En algunos pares peptidicos de los restos Cys que
forman normalmente un enlace disulfuro uno o ambos miembros del par pueden ser
sustituidos por homocisteina, 3-mercaptoprolina (Kolodziej et al. 1996 Int J Pept Protein res
48:274); B, B dimetilcisteina (Hunt et al. 1993 Int Pept Protein Res 42:249) o acido
diaminopropiénico (Smith et al. 1978 J Med Chem 21:117) para formar entrecruzamientos
interiores alternativos en las posiciones de los enlaces disulfuro normales.

Produccidn de péptidos

Pueden producirse péptidos Utiles ya sea en bacterias que incluyen, sin limitacion, E.
coli, 0 en otros sistemas existentes para la produccion de péptidos o proteinas (por ejemplo,
Bacillus subtilis, sistemas de expresion de baculovirus que utilizan células Sf9 de
Drosophila, sistemas de expresion de levaduras o de hongos filamentosos, sistemas de
expresion de células de mamiferos) o pueden sintetizarse por via quimica.

Si el péptido o variante del péptido ha de ser producido en bacterias, por ejemplo, E.
coli, la molécula de acido nucleico que codifica el péptido codificara también
preferentemente una secuencia principal que permite la secrecién del péptido maduro
procedente de la célula. De este modo, la secuencia que codifica el péptido puede incluir la
presecuencia y la secuencia pro, por ejemplo, de un péptido ST bacteriano natural. El
péptido maduro segregado puede purificarse a partir del medio de cultivo.

La secuencia que codifica un péptido de la exposicion, por ejemplo que codifica un
péptido segun la invencion, se inserta preferentemente en un vector capaz de liberar y
mantener la molécula de acido nucleico en una célula bacteriana. La molécula de ADN
puede insertarse en un vector que se replica de forma auténoma (los vectores adecuados
incluyen, por ejemplo, pPGEM3Z y pcADNS y derivados de los mismos). El acido nucleico
vector puede ser un ADN bacteriano o bacteriéfago tal como un bacteriéfago lambda o M13
y derivados de los mismos. La construccién de un vector que contiene un &cido nucleico
descrito en la presente memoria puede seguirse por transformacion de una célula huésped
tal como una bacteria. Los hospedadores bacterianos adecuados incluyen pero no se limitan
a, E. coli, B. subtilis, Pseudomonas y Salmonella. EI montaje genético incluye también,
ademas de la molécula de acido nucleico codificadora, elementos que permiten la expresion,
tal como un activador y secuencias reguladoras. Los vectores de expresion pueden contener
secuencias de control de la transcripcidon que controlan la iniciacidén de la transcripcion, tales
como secuencias de activador, potenciador, operador y represor. Una variedad de las
secuencias de control de la transcripcion son bien conocidas por los expertos en la materia.
El vector de expresién puede incluir también una secuencia reguladora de la traduccion (por
ejemplo, una secuencia 5 no traducida, una secuencia 3’ no traducida o un punto de
entrada del ribosoma interno). El vector puede ser capaz de replicacion autbnoma o puede
integrarse en el ADN hospedador para asegurar la estabilidad durante la produccién del
péptido.

La secuencia que codifica una proteina que comprende un péptido de la presente
exposicion, por ejemplo un péptido segun la invencion puede también fusionarse a un &cido
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nucleico que codifica una etiqueta de afinidad del polipéptido, por ejemplo, glutatién S-
transferasa (GST), proteina de unién a maltosa E, proteina A, etiqueta FLAG, hexa-histidina,
etiqueta myc o la etiqueta HA de la gripe, para facilitar la purificacion. La etiqueta de afinidad
o la fusion indicadora unen el marco de lectura del péptido de interés al marco de lectura del
acido nucleico que codifica la etiqueta de afinidad de modo que se genera una fusién de
traduccién. La expresion de la fusion produce la traduccién de un solo polipéptido que
incluye tanto el péptido de interés como la etiqueta de afinidad. En algunos casos cuando se
utilizan etiquetas de afinidad, una secuencia de ADN que codifica un punto de
reconocimiento de proteasa se fusionara entre los marcos de lectura para la etiqueta de
afinidad y el péptido de interés.

Los montajes genéticos y los procedimientos adecuados para la produccién de
formas inmaduras y maduras de los péptidos y las variantes de la presente exposicién, por
ejemplo, de los péptidos segun la invencion en los sistemas de expresion de proteinas
distintos de bacterias, y bien conocidos por los expertos en la materia, pueden utilizarse
también para producir péptidos en un sistema biol6gico.

Pueden sintetizarse péptidos maduros y variantes de los mismos por el
procedimiento en fase sélida que utiliza un sintetizador automatico de péptidos. Por ejemplo,
puede sintetizarse el péptido en resina de Cyc(4-CH,Bxl)-OCH,-4-(oximetil)-
fenilacetamidometilo utilizando un programa de acoplamiento doble. Pueden utilizarse
grupos protectores de forma apropiada para crear el tipo de enlace disulfuro correcto. Por
ejemplo, pueden utilizarse los grupos protectores siguientes: t-butiloxicarbonilo (grupos alfa-
amino); acetamidometilo (grupos tiol de restos B y E de Cys); 4-metilbencilo (grupos tiol de
restos C y F de Cys); bencilo (y-carboxilo del acido glutdmico y el grupo hidroxilo de
treonina, si esta presente); y bromobencilo (grupo fendlico de la tirosina, si estéa presente). El
acoplamiento se efectia con el anhidrido simétrico de los acidos t-butoxicarbonilamino o
éster de hidroxibenzotriazol (para los restos de asparagina o glutamina) y el péptido se
desprotege y se escinde del soporte sélido en fluoruro de hidrogeno, sulfuro de dimetilo,
anisol y p-tiocresol utilizando la proporcién 8/1/1/0,5 (v/v/v/p) a 0°C durante 60 min. Tras la
eliminacion del fluoruro de hidrégeno y del sulfuro de dimetilo a presion reducida y de anisol
y p-tiocresol por extraccion con éter etilico y acetato de etilo sucesivamente, se extraen los
péptidos en bruto con una mezcla de tampén de fosfato sédico 0,5 M, pH 8,0 y N,N-
dimetilformamida utilizando la relaciéon 1/1, v/v. El enlace disulfuro para los restos B y E de
Cys es el que se forma utilizando sulféxido de dimetilo (Tam et al. (1991) J. Am. Chem. Soc.
113:6657-62). El péptido resultante se purifica por cromatografia en fase inversa. El enlace
disulfuro entre los restos C y F de Cys se forma en primer lugar disolviendo el péptido en
acido acético al 50% en agua. Se anade solucién de yodo saturada en acido acético glacial
(1 ml de solucion de yodo por 100 ml de solucion). Después de la incubacién a temperatura
ambiente durante 2 dias en un recipiente de vidrio cerrado, se diluye la solucidn cinco veces
con agua desionizada y se extrae con éter etilico cuatro veces para la eliminacion del yoduro
que no ha reaccionado. Tras la eliminacién de la cantidad residual del éter etilico por
evaporacion rotativa la solucion del producto en bruto se liofiliza y purifica por cromatografia
en fase inversa sucesiva.

Ensayo de unidon del receptor de GC-C intestinal

La capacidad de los péptidos y otros agentes para unirse al receptor de GC-C
intestinal puede determinarse de la manera siguiente. Se cultivan células de la estirpe
celular de carcinoma de colon humano T84 (American Type Culture Collection (Bethesda,
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Md.)) hasta confluencia en placas de cultivo de 24 pocillos con una mezcla 1:1 de medio F12
de Ham y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), enriquecido con suero de
ternero fetal al 5%. Las células utilizadas en el ensayo se atentan tipicamente entre 54 y 60
veces. En resumen, las monocapas de célula T84 en placas de 24 pocillos se lavan dos
veces con 1 ml de tampdn de union (DMEM que contiene 0,05% de albumina de suero
bovino y HEPES 25 mM, pH 7,2), a continuacién se incuban durante 30 min. a 37°C en
presencia de péptidos ST de E. coli maduro marcado radioactivamente y el material de
ensayo a varias concentraciones. Las células se lavan a continuaciéon cuatro veces con 1 ml
de DMEM vy se disuelven con 0,5 ml/pocillo de NaOH 1 N. Se determina a continuacién el
nivel de radiactividad en el material solubilizado utilizando métodos normalizados.

Ejemplo 1: Preparacion de las variantes de péptidos ST y del péptido ST natural

1a: Preparacion de las variantes recombinantes de péptidos ST y del péptido ST
natural

Una variante del péptido ST, al que se hace referencia como MD-915, se reprodujo
de manera recombinante y se ensay6 en un modelo animal. MD-915 presenta la secuencia:
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cy Tyr (SEC. ID. n®:
28). Se cred también un péptido que tiene la secuencia del péptido ST natural (MM-416776).

Los péptidos MD-915 y MM-416776 se produjeron como preproteinas utilizando los
vectores producidos de la manera siguiente. Una secuencia que codifica a una pre-pro
secuencia de enterotoxina estable al calor se amplié en pGK51/pGSK51 (ATCC 67728)
utilizando el oligonucle6tido MO3514

(5 CACACCATATGAAGAAATCAATATTATTTATTTTTCTTTCTG 3’ (SEC. ID. n% 60)) y el
oligonucleétido MO3515

(5 CACACCTCGAGTTAGGTCTCCATGCTTTCAGGACCACTTTTATTAC 3 (SEC. ID.
n%: 61)). El fragmento del producto de ampliacion se digirié con Ndel/Xhol y se ligd con el
vector de expresion T7, pET26b(+) (Novagen) se digirid6 con Ndel/Xhol creando de este
modo el plasmido MB3976. La zona que codifica la pre-pro proteina se secuencié y se
observé que codifica la secuencia de aminoacidos:

mkksilfiflsvisfspfagdakpagsskekitleskkcnivkksnksgpesm (SEC. ID. n®: 24) que difiere de la
secuencia de aminoacidos del precursor a2 de enterotoxina estable al calor (sta2;
mkksilfiflsvisfspfagdakpagsskekitleskkcnivkknnesspesm (SEC. ID. n%: 25); n® de registro de
GenBank® n? Q47185, Gl: 3913876) en tres posiciones (indicadas mediante subrayado y
texto en negrita) cerca del terminal C. Para crear los vectores de expresidén con la pre-pro
secuencia, los oligos complementarios que codifican cada variante del péptido ST o el
péptido ST natural se hibridaron y clonaron en el vector de expresién MB3976. Para crear el
MB3984 (que codifica el péptido ST natural completo como prepro proteina), que contienen
la secuencia de aminoacidos, NSSNYCCELCCNPACTGCY (SEC. ID. n® 26) se fusion6
corriente debajo de la pre-pro secuencia, MB 3976 se digirié con Bsal/Xhol y se ligé a los
oligos MO3621 hibridados

(5GCATGAATAGTAGCAATTACTGCTGTGAATTGTGTTGTAATCCTGCTTGTACCGGGTG
CTATTAATAAC 3’ (SEC. ID. n% 62)) y MO3622



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2350123 T3

-27 -

(5TCGAGTTATTAATAGCACCCGGTACAAGCAGGATTACAACACAATTCACAGCAGTAAT
TGCTACTATTC 3’ (SEC. ID. n®: 63)). Para crear el MB3985 (que codifica el péptido MD-915
como una prepro proteina) que contiene la siguiente secuencia de aminoacidos,
NSSNYCCEYCCNPACTGCY (SEC. ID. n%: 28) se fusion6 corriente debajo de la pre-pro
secuencia, MB 3976 se digirié con Bsal/Xhol y se ligd a los oligos MO3529 hibridados

(5GCATGAATAGTAGCAATTACTGCTGTGAATATTGTTGTAATCCTGCTTGTACCGGGTG
CTATTAATAAC 3’ (SEC. ID. n% 64)) y MO3530

(5'TCGAGTTATTAATAGCACCCGGTACAAGCAGGATTACAACAATATTCACAGCAGTAAT
TGCTACTATTC 3’ (SEC. ID. n% 65)).

El péptido MD-915 y el péptido MM-416776 se produjeron de la forma siguiente. Los
vectores de expresion se transformaron en el hospedador bacteriano BL21 A DES3
(Invitrogen) de E. coli. se inoculé una sola colonia y se cultivé agitando durante la noche a
30°C en caldo de cultivo L + 25 mg/I de kanamicina. El cultivo de la noche se afadié a 3,2 |
del medio del lote (25 g/l de glucosa, 5 g/l de caseaminoacidos, 5 g/l de extracto de
levadura, 13,3 g/l de KH,PO,, 4 g/l de (NH4).HPO,, 1,2 g/l de MgSO,-7H,0, 1,7 g/l de acido
citrico, 8,4 mg/l de EDTA, 2,5 mg/l de CoCl,-6H,O, 15 mg/l de MnCl,-4H,0O, 1,5 mg/l de
CuCl,-4H,0, 3 mg/l de H3BO3, 2,5 mg/l de Na,MoO,4-2H,0, 13 mg/l de acetato Zn-2H,0O, 100
mg/l de citrato férrico, 25 mg/l de kanamicina, 1 ml/l de antiespumante DF 204) y se
ferment6 utilizando los siguientes parametros de proceso: pH 6,7 — control con base
solamente (NH,OH al 28%), 30°C, aireacién: 5 litros por minuto. Tras el consumo inicial de la
glucosa del lote (basado en el control de las concentraciones de oxigeno disuelto (DO)), se
anadieron 1,5 | de medio de alimentacion (700 g/l de glucosa, 10 g/l de caseaminoécidos, 10
g/l de extracto de levadura, 4 g/| de MgSQO,-7H,0, 13 mg/l de EDTA, 4 mg/l de CoCl,-6H,0,
23,5 mg/l de MnCl»-4H,0O, 2,5 mg/l de CuCl,-4H,O, 5 mg/l de H3zBOz; 4 mg/l de
Na,MoO,2H,0O, 16 mg/l de acetato Zn.2H,O, 40 mg/l de citrato férrico, 1 ml/l de
antiespumante DF 204) a un ritmo de alimentacién controlado para mantener 20% de DO.
Se anadi6é IPTG a 0,2 mM 2 horas después del comienzo de la alimentacién. La duraciéon
total de la preparacién fue aproximadamente de 40 a 45 horas (hasta el final de la
alimentacion).

Se recogieron las células por centrifugacion a 5.000 g durante 10 minutos. Se
descarg6 el sedimento celular y el sobrenadante se pas6 a través de una unidad de
ultrafiltracion de 50 Kd. El filtrado de 50 Kd (0,6 litros) se alimenté a una columna de flujo
rapido Q-Sepharose de 110 ml (Amersham Pharmacia, equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH
7,5) a un caudal de 400 ml/hora. Se lavo la columna con seis volumenes de Tris-HCI 20 mM,
pH 7,5 y se eluyeron las proteinas con acido acético 50 mM recogiendo las fracciones de 50
ml. Las fracciones que contienen la variante del péptido ST o el péptido ST natural se
agruparon y se elimin6é el disolvente por evaporacion rotativa. Las proteinas secas se
volvieron a poner en suspension en 10 ml de acido acético al 8%, acido trifluoroacético al
0,1% (TFA) y se cargaron a una columna C18-A de Varian Polaris (250 x 21,2 mm 10 pm,
equilibrada en el mismo tampén) a un caudal de 20 ml/min. Se lavé la columna con 100 ml
de metanol al 8%, TFA al 0,1% y se desarroll6 con un gradiente (300 ml) de metanol del 24
al 48%, TFA al 0,1%, recogiendo las fracciones de 5 ml. Se agruparon las fracciones que
contienen el péptido y se elimin6 el disolvente por evaporacién rotativa. Los péptidos se
disolvieron en TFA al 0,1% y se liofilizaron.

Las fracciones del péptido MD-915 y del péptido MM-416776 se analizaron por
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LCMS y HPLC estandar. El analisis por LCMS puso de manifiesto que MD-915 es mas
homogéneo que MM-416776 (véase la Figura 1a; obsérvese que el péptido MD-915
presenta menos picos (panel B) que MM-416776 (Panel A)).

1b: Preparacion de la variante sintética de los péptidos ST y del péptido ST
natural

Los péptidos fueron sintetizados por via quimica por una compafia de sintesis de
péptidos comerciales. Se obtuvieron rendimientos variables de péptidos dependiendo de la
eficacia de la sintesis quimica. De este modo, los cuatro péptidos, en orden decreciente de
rendimiento fueron: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC. ID.
n%: 31; MD-1100), 10 al 20% de rendimiento; Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
Gly Cys Tyr (SEC. ID. n%: 29; MM-416776); Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys
Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC. ID. n®: 28; MD-915); Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys
Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr (SEC. ID. n%: 26; MM-416776), <5% de
rendimiento. De este modo los cambios de aminoécido especifico introducidos en las
proteinas pueden crear propiedades de fabricacion mejoradas.

La Figura 1b presenta el perfil cromatogréfico idnico completo del péptido fabricado
sintéticamente de MD-1100. La Figura 1c presenta el perfil cromatogréfico ibnico completo
de la muestra del blanco de referencia. Existe un pico principal presente en la muestra del
MD-1100 que no esta tampoco presente en la muestra de referencia. El andlisis cuantitativo
sugiere que MD-1100 es de pureza >98%.

Ejemplo 2: Activacion del receptor GC-C intestinal por una variante del péptido ST y el
péptido ST

La capacidad de MD-915, MM-416776 y MD-1100 para activar el receptor de GC-C
intestinal se evalu6 en un ensayo empleando la estirpe celular de carcinoma de colon
humano T84 (American Type Culture Collection (Bethesda, Md.)). Las células de ensayo se
cultivaron hasta confluencia en placas de cultivo de 24 pocillos con una mezcla 1:1 de medio
F12 de Ham y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), enriquecido con suero de
ternero fetal al 5% y se utilizaron entre 54 y 60 atenuaciones.

En resumen, las monocapas de células T84 en placas de 24 pocillos se lavaron dos
veces con 1 ml/pocillo de DMEM, a continuacion se incubaron a 37°C durante 10 min. con
0,45 ml de DMEM que contenia isobutilmetilxantina (IBMX) 1 mM, un inhibidor del nucleétido
ciclico fosfodiesterasa. Los péptidos de ensayo (50 pl) se anadieron a continuacién y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. El medio se aspir6 y la reaccion se termin6é a
continuacion mediante la adicién de 0,5 ml de HCI 0,1 N enfriado en hielo. Las muestras se
mantuvieron en hielo durante 20 minutos y a continuacion se evaporaron a sequedad
utilizando un canén térmico o centrifugacion al vacio. Las muestras secas se volvieron a
poner en suspension en 0,5 ml de tampdn fosfato proporcionado en el kit Cyclic GMP EIA de
Cayman Chemical (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml). Se midi6 GMP ciclico por EIA segun
los procedimientos esbozados en el kit Cyclic GMP EIA de Cayman Chemical.

La Figura 2 presenta la actividad de las variantes del péptido sintetizado por via
quimica en este ensayo de actividad del receptor de GC-C. En este ensayo, MM-416776 y
dos péptidos diferentes MD-1100, (MD-110 (a) y MD-1100 (b), sintetizados por dos
procedimientos diferentes) tenian actividad comparable a la de MM-416776. Los péptidos
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MD-915 y MM-416776 se sintetizaron por via quimica de manera idéntica a la del MD-1100
(b).

Ejemplo 3: MD-915 y MM-416776 aumentan el transito intestinal en ratones

Con el objetivo de determinar si los péptidos aumentan la velocidad del transito
gastrointestinal, se examinaron los péptidos y las referencias utilizando un ensayo de
transito gastrointestinal murino (GIT) (Moon et al. Infection and Immunity 25:127, 1979). En
este ensayo, se administra carbén activo a ratones, que puede observarse facilmente en el
tubo digestivo después de la administracion de un compuesto de ensayo. Se mide la
distancia recorrida por el carbdn activo y se expresa como porcentaje de la longitud total del
colon.

Los ratones se mantuvieron en ayunas con acceso libre al agua durante 12 a 16
horas antes del tratamiento con péptido o tampén de referencia. Los péptidos se
administraron por via oral a razén de 1 pg/kg a 1 mg/kg de péptido en el tampén (Tris
20 mM, pH 7,5) 7 minutos antes de administrar una dosis oral de carbén activado al 5%
(Aldrich 242276-250G). A los ratones de referencia se les administr6 tampon solamente
antes de administrar una dosis de carbén activado. Después de 15 minutos, se sacrificaron
los ratones y se disecaron sus intestinos desde el estbmago al ciego. Se midié en cada
animal la longitud total del intestino asi como la distancia recorrida desde el estémago al
frente de carbdn activo y los resultados se expresan como porcentaje de la longitud total del
intestino recorrido por el frente de carbdn activo. Todos los resultados se expresan como
promedio de 10 ratones * desviacion estandar. Una comparacién de la distancia recorrida
por el carbén activo entre el ratén tratado con péptido frente al ratén tratado con vehiculo
solo se realizd utilizando una prueba de la t de Student y se consider6 una diferencia
estadisticamente significativa para P<0,05. Se calcularon los valores P utilizando una prueba
de la T para valores emparejados que supone varianzas desiguales.

Como puede apreciarse en la Figura 3a, b, el péptido ST natural MM-416776 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO; 0,1 mg/kg), MD-1100 fabricado sintéticamente y Zelnorm® (0,1
mg/kg), farmaco aprobado para el IBS que es un agonista para el receptor 5HT4 de
serotonina, aumenta la velocidad del transito gastrointestinal en este modelo. La Figura 4a
presenta el resultado de un estudio que demuestra que la velocidad de transito intestinal
aumenta con una dosis creciente de MM-416776 o MD-915 sintetizado de manera
recombinante. La Figura 4b presenta los resultados de un estudio que demuestra que
ambos péptidos MM-416776 o MD-1100 sintetizados por via quimica aumentan las
velocidades de transito intestinal mas que el tampdn Tris solo o una dosis equivalente de
Zelnorm®.

Se realiz6 un experimento idéntico para determinar si MD-1100 es eficaz en un
régimen de tratamiento de dosificacién crénica. En resumen, a ratones hembra CD1 de 8
semanas de vida se administran dosis por via oral una vez al dia durante 5 dias con MD-
1100 (0,06 mg/kg o 0,25 mg/kg en Tris 20 mM, pH 7,5) o vehiculo solo (Tris 20 mM, pH 7,5).
El 52 dia, se realiza un ensayo GIT idéntico al anterior excepto que se administran 200 ul de
una solucién con carbén activo al 10%. La Figura 4c presenta los resultados de un estudio
que demuestra que tanto MD-1100 sintetizado por via quimica como Zelnorm® son eficaces
en un ensayo de motilidad gastrointestinal de ratén en dosificacion cronica (cada dia durante
5 dias). Los resultados se presentan en paralelo con dosificacién aguda (1 dia).
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Ejemplo 4: El péptido MD-915 y el péptido MM-416776 aumentan la secrecion intestinal
en ratones lactantes (ensayo SuMi)

Se examind la capacidad del péptido MM-416776 y de MD-915 al aumentar la
secrecién intestinal utilizando un modelo de ratén lactante de secrecion intestinal. En este
modelo se administra un compuesto de ensayo a los ratones lactantes que tienen entre 7y 9
dias de vida. Una vez sacrificados los ratones, se diseca el tubo digestivo desde el
estébmago al ciego (“intestinos”). El resto (“esqueleto”) asi como los intestinos se pesan y se
calcula la relacion del peso de los intestinos al del esqueleto. Si la relacion es superior a
0,09, se puede sacar la conclusion de que el compuesto de ensayo aumenta la secrecién
intestinal. La Figura 5a presenta una curva de respuesta a la dosis para el péptido ST
natural MM-416776 en este modelo. La Figura 5b presenta la curva de respuesta a la dosis
para MD-1100 en este modelo. Estos datos demuestran que el péptido ST natural
(adquirido en TDT, Inc. West Chester, PA) y MD-1100 aumentan la secrecién intestinal. Se
estudi6 también el efecto de Zelnorm®. Como puede apreciarse en la Figura 5, el Zelnorm® a
razén de 0,2 mg/kg no aumenta la secrecion intestinal en este modelo. La Figura 6a
presenta una curva de respuesta a la dosis para el péptido recombinante MM-416776
descrito anteriormente y el péptido recombinante MD-915 descrito anteriormente. Como
puede apreciarse en la Figura 6a, ambos péptidos aumentan la secrecion intestinal en este
modelo. Asimismo la Figura 6b presenta una curva de respuesta a la dosis para MD-915,
MD-1100 y MM-416776 sintetizados por via quimica asi como el péptido ST natural
(adquirido en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Modelos animales de hiperalgesia de colon

La hipersensibilidad a la dilatacién colorrectal es frecuente en pacientes con IBS y
puede ser responsable del sintoma principal de dolor. Se han desarrollado modelos
animales tanto inflamatorios como no inflamatorios de hiperalgesia visceral hasta dilatacién
para investigar el efecto de los compuestos sobre el dolor visceral en IBS.

|. Modelo de alodinia rectal provocada por el acido trinitrobencensulfénico (TNBS)

Se medicaron previamente ratas Wistar macho (220-250 g) con 0,5 mg/kg de
acepromazina inyectada por via intraperitoneal (IP) y se anestesiaron por administracién
intramuscular de 100 mg/kg de ketamina. Se implantaron pares de electrodos de alambre de
nicromo (60 cm de longitud y 80 um de didmetro) en un muasculo estriado del abdomen, 2
cm lateralmente de la linea blanca. Los extremos libres de los electrodos se exteriorizaron
en el dorso del cuello y se protegieron mediante un tubo de plastico unido a la piel. Se
iniciaron los registros electromiograficos (EMG) 5 dias después de la intervencion quirurgica.
La actividad eléctrica del musculo abdominal estriado se registré con un
electroencefalégrafo (Mini VIII, Alvar, Paris, Francia) utilizando una constante de tiempo
corto (0,03 s.) para eliminar las sefales de baja frecuencia (<3 Hz).

Diez dias después de la implantacibn quirdrgica, se administré &acido
trinitrobencensulfénico (TNBS) para provocar la inflamacion rectal. Se administré por via
intrarrectal TNBS (80 mg kg™ en 0,3 ml de etanol al 50%) mediante un catéter de caucho de
silicona introducido a 3 cm del ano bajo anestesia ligera de éter dietilico, como se describe
(Morteau et al. 1994 Dig. Dis. Sci. 39:1239). Después de la administracion de TNBS, se
colocaron las ratas en tuneles de plastico donde se les limit6 severamente la movilidad
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durante varios dias antes de la dilatacién colorrectal (CRD). Se administr6 compuesto
experimental una hora antes de CRD lo que se realiz6 por insercion en el recto, a 1 cm del
ano, de un globo de 4 cm de longitud de preservativo de latex (Gue et al, 1997
Neurogastroenterol. Motil. 9:271). El globo se fij6 sobre un catéter rigido extraido de una
sonda de embolectomia (Fogarty). El catéter unido al globo se fijé a la base de la cola. El
globo, conectado a un regulador barométrico, se infl6 progresivamente por etapas de
15 mm Hg, desde 0 a 60 mm Hg, durando 5 min cada etapa de inflado. La evaluacién de la
sensibilidad rectal, medida por EMG, se realizé antes (1 a 2 dias) y 3 dias después de la
instilacién rectal de TNBS.

El nimero de explosiones por pla que corresponde a las contracciones abdominales
se determind para periodos de 5 min. El andlisis estadistico del nimero de contracciones
abdominales y la evaluacion de las relaciones dosis-efectos se realizd6 mediante analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de (pruebas de Student o de Dunnett) post-hoc y
analisis de regresién para ED50 si procede.

La Figura 7 presenta los resultados del experimento en el que se analizé la actividad
del MD-1100 en el modelo colorrectal de TNBS. Se observan disminuciones significativas en
la respuesta abdominal a 0,3 pg/kg y 3 pg/kg de MD-1100. Estos resultados demuestran que
MD-1100 reduce el dolor asociado a la dilatacion colorrectal en este modelo animal.

[l. Modelo de hiperalgesia provocado por el estrés

Se implantan quirargicamente electrodos de alambre de nicromo a ratas Wistar
macho (200-250 g) como en modelo TNBS. Diez dias después de la implantacién quirurgica,
se lleva a cabo estrés restringido parcial (PRS), como describe Williams et al., durante dos
horas (Williams et al. 1988 Gastroenterology 64:611). En resumen, bajo anestesia ligera por
éter etilico, la parte superior del lomo, las patas delanteras superiores y el tronco toracico se
envolvieron en un arnés restringido de cinta de papel para restrigir, pero no impedir los
movimientos del cuerpo. Los animales de referencia con falso estrés se anestesian pero no
se envuelven. Treinta minutos antes del final de la sesion de PRS, se administra a los
animales el compuesto de ensayo o el vehiculo. Treinta minutos a una hora después de la
terminacion del PRS, se lleva a cabo el procedimiento de dilatacion CRD como se describid
anteriormente para el modelo TNBS con el regulador barométrico a las presiones de 15, 30,
45 y 60 mm Hg. Se determina el analisis estadistico sobre el nimero de explosiones y se
analiza como en el modelo TNBS anteriormente.

Modelo de contorsiones provocadas por fenilbenzoguinona

El modelo de contorsiones provocadas por PBQ puede utilizarse para evaluar la
actividad del control del dolor de los péptidos y los agonistas del receptor de GC-C de la
presente exposicion, por ejemplo de los péptidos segun la invencion. Este modelo esta
descrito por Siegmund et al. (1957 Proc. Soc. Exp. Bio. Med. 95:729-731). En resumen, una
hora después de la dosificacion oral del compuesto del ensayo, por ejemplo, un péptido,
morfina o vehiculo, se inyecta solucién al 0,02% de fenilbenzoquinona (PBQ) (12,5 ml/kg)
por via intraperitoneal en el raton. Se registra el niUmero de estiramientos y contorsiones del
5¢ al 10® minuto después de la inyeccién de PBQ, y asimismo puede contarse entre el 35° y
40° minutos y entre el 60° y 65° minutos para proporcionar una evaluacion cinética. Los
resultados se expresan como el nUmero de estiramientos y contorsiones (media + SEM) y el
porcentaje de variacion de umbral nocirreceptor se calcula a partir del valor medio del grupo
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tratado con el vehiculo. La significacién estadistica de cualquier diferencia entre los grupos
tratados y el grupo de referencia se determina por una prueba de Dunnett utilizando la
varianza residual después de un andlisis de varianza de una via (P<0,05) utilizando el
programa informatico SigmaStat.

Las Figuras 8a y 8b presentan el efecto de diferentes dosis de MD-915 y MD-1100
en el ensayo de contorsién de PBQ. Como referencia positiva en el ensayo se utiliz6 la
indometacina, un NSAID (farmaco antiinflamatorio no estereoideo) con actividad de control
del dolor conocida. Se observaron reducciones significativas en las contorsiones para MD-
915 (dosis de 1 mg/kg) y MD-1100 (dosis de 2,5 mg/kg) comparados con el vehiculo de
referencia. Se ha observado pérdida de eficacia a la dosis mayor probada también en otros
muchos compuestos (tales como los antagonistas 5HT-3) probados en ensayos similares.
Los resultados de este estudio sugieren que tanto, MD-915 como MD-1100 presentan
efectos antinocirreceptores en este modelo de dolor visceral comparable a las dosis de los
productos intermedios de indometacina.

Ejemplo 5: Determinaciéon de Kd del MD-1100

Para determinar la afinidad del MD-1100 a los receptores de GC-C observada en la
mucosa intestinal de rata, se llevd a cabo un ensayo de fijacibn competitivo utilizando
células epiteliales del intestino de rata. Se obtuvieron células epiteliales del intestino delgado
de ratas como describe Kessler et al. (J. Biol. Chem. 245: 5281-5288 (1970)). En resumen,
se sacrificaron los animales y se expusieron sus cavidades abdominales. El intestino
delgado se enjuag6 con 300 ml de solucién salina enfriada en hielo o PBS. Se extirparon 10
cm del intestino delgado medido a 10 cm del piloro y se cortaron en segmentos de 1
pulgada. La mucosa intestinal se extruy6 del intestino mediante suave presion entre una
pieza de parafina y una punta de pipeta P-1000. Las células epiteliales del intestino se
colocaron en 2 ml de PBS y se pipetearon arriba y abajo con una pipeta de 5 ml para
preparar una suspension de células. Se midié la concentracibn de proteinas en la
suspension utilizando el método de Bradford (Anal. Biochem. 72: 248-254 (1976)).

Se llevo a cabo un ensayo de fijacion competitivo basado en el método de Giannella
et al. (Am. J. Physiol. 245: G492-G498) entre MM-416776 y MD-1100 marcados con ['?l]. La
mezcla de ensayo contenia: 0,5 ml de DME con HEPES-KOH 20 mM, pH 7,0, 0,9 mg de la
suspension celular listada anteriormente, 21,4 fmoles de MM-416776 marcado con ['®]]
(42,8 pM) y diferentes concentraciones de MD-1100 como competidor (0,01 a 1.000 nM). La
mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 1 hora, y la reacciéon se interrumpi6
aplicando la mezcla a filtros de fibra de vidrio GF/B (Whatman). Se lavaron los filtros con 5
ml de PBS enfriado en hielo y se midié la radioactividad. La Figura 9 demuestra que la Kd
para MD-1100 en este ensayo es 4,5 nM. %B/B, es el porcentaje de la proporcién de
radioactividad atrapada en cada muestra (B) en comparacion con la radioactividad retenida
en una muestra de referencia sin competidor frio (B,). Giannella et al. (Am. J. Physiol. 245:
G492-G498) observaron que la Kd para el péptido ST natural en este mismo ensayo fue
~13 nM.

Ejemplo 6: Propiedades farmacocinéticas del MD-1100
Para estudiar la farmacocinética del péptido de MD-1100, se llevaron a cabo estudios

de capacidad de absorcién en ratones administrando dicho péptido por inyeccién en la vena
de la cola por via intravenosa o por via oral por cebado a ratones CD1 de 8 semanas de
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vida. Se recogi6é el suero de los animales en varios puntos de tiempo y se determiné la
presencia del péptido de MD-1100 utilizando un ensayo inmunosorbente con enzima ligada
competitivo (Oxoid, kit ST EIA, n® de cat. TD0700). El ensayo utilizé anticuerpos
monoclonales contra el péptido ST (los anticuerpos se proporcionan en el kit Oxoid) y MD-
1100 fabricado sintéticamente. La Figura 10a presenta los datos de absorcién para MD-
1100 administrado por via intravenosa y oral detectado por el ensayo ELISA. MD-1100
parece que se absorbe minimamente de manera generaliza y es <2,2% biodisponible.

Se llevd a cabo un estudio de biodisponibilidad similar en el que se utiliz6 LCMS en
lugar de ELISA para detectar MD-1100 . Inicialmente, se extrajeron muestras de suero de la
sangre completa de ratones expuestos y de referencia, a continuacion se inyecté
directamente (10 ml) en una columna de extraccion en fase sélida (SPE) en linea (columna
de 25 mm HLB de Waters Oasis, conexion directa de 2,0 x 15 mm) sin tratamiento adicional.
Se lavé la muestra en la columna SPE con 5% de metanol, 95% de soluciéon en H,O (2,1
ml/min, 1,0 minuto), a continuacién se alimenté a una columna analitica utilizando una
valvula de corte que coloca la columna SPE en un paso de flujo invertido en la columna
analitica (columna IS 5 mm MS C8 de Waters Xterra, 2,1 x 20 mm). La muestra se eluyé de
la columna analitica con un gradiente en fase inversa (fase A movil: hidroxido amonico 10
mM en dH,O, fase mévil B: hidréxido aménico 10 mM en 80% de acetonitrilo y 20% de
metanol; 20% de B durante los primeros 3 minutos subiendo a continuacién hasta 95% de B
durante 4 minutos y manteniéndolo durante 2 minutos, todo a un caudal de 0,4 ml/min.). A
los 9,1 minutos, el gradiente vuelve a las condiciones iniciales de 20% de B durante 1 min.
MD-1100 eluyé de la columna analitica a 1,45 minutos y se detectd por espectrometria de
masas de triple cuadrupolo (MRM, 764 (estado de carga +2)>182 (estado de carga +1) Da;
voltaje conico = 30 V; colision = 20 eV; resolucion primaria = 2 Da en el pico bésico;
resolucion secundaria = 2 Da en el pico basico). La respuesta del instrumento se convirtié en
unidades de concentracién por comparacion con una curva patréon utilizando cantidades
conocidas de MD-1100 sintetizado por via quimica preparado e inyectado en suero de ratén
utilizando el mismo procedimiento.

La Figura 10b presenta los datos de absorcién para IV y MD-1100 administrado por

via oral, como se detect6 por LCMS. En este ensayo, MD-1100 aparece asimismo absorbido
minimamente de forma generalizada y esta <0,11% biodisponible.

Administracion de péptidos y agonistas del receptor de GC-C

Para el tratamiento de trastornos gastrointestinales, se administran los péptidos y
agonistas de la presente exposicion, por ejemplo los péptidos segun la invencién,
preferentemente por via oral, por ejemplo, en forma de comprimido, gel, pasta, suspension,
liquido, polvo o en alguna otra forma. Las composiciones administradas por via oral pueden
incluir aglutinantes, agentes saborizantes y humectantes. Los péptidos y agonistas pueden
administrarse conjuntamente con otros agentes utilizados para tratar trastornos
gastrointestinales incluyendo pero sin limitarse a los agentes supresores acidos tales como
los agonistas del receptor 2 de histamina (H2A) y los inhibidores de la bomba de protones
(PPI). Los péptidos y agonistas pueden administrarse también mediante supositorios
rectales. Para el tratamiento de los trastornos fuera del tubo digestivo tales como la
insuficiencia cardiaca congestiva y la hipertrofia prostatica benigna, los péptidos y agonistas
se administran preferentemente por via parenteral u oral.
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Los péptidos descritos en la presente memoria pueden utilizarse solos o en
combinacién con otros agentes. Por ejemplo, los péptidos pueden administrarse junto con
un péptido o compuesto analgésico. El péptido o compuesto analgésico puede unirse por
enlace covalente a un péptido descrito en la presente memoria o0 puede ser un agente
independiente que se administre junto con o sucesivamente un péptido descrito en la
presente memoria en una terapia de combinacion.

La terapia de combinacién puede conseguirse administrando dos 0 mas agentes, por
ejemplo, un péptido descrito en la presente memoria y un péptido o compuesto analgésico,
cada uno de los cuales se formula y administra por separado, o administrando dos o mas
agentes en una unica formulacién. Otras combinaciones estan también comprendidas por la
terapia de combinacién. Por ejemplo, pueden formularse dos agentes conjuntamente y
administrarse junto con una formulacion independiente que contiene un tercer agente.
Aunque los dos o mas agentes en la terapia de combinacion pueden administrarse
simultaneamente, no es necesario. Por ejemplo la administracion de un primer agente (o
combinacién de agentes) puede preceder a la administracion de un segundo agente (0
combinacién de agentes) en minutos, horas, dias o semanas. De este modo, pueden
administrarse dos 0 mas agentes en minutos entre sioen 1, 2, 3,6, 9, 12, 15, 18 6 24 horas
entresioent,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 12, 14 diasentre sioen 2,3, 4,5,6,7,8,9 6 10
semanas entre si. En algunos casos incluso son posibles intervalos mayores. Aunque en
muchos casos es deseable que los dos o mas agentes utilizados en una terapia de
combinacién estén presentes en el cuerpo del paciente a la vez, esto no necesita ser asi.

La terapia de combinacién puede incluir también dos 0 mas administraciones de uno
0 mas de los agentes utilizados en la combinacién. Por ejemplo, si se utilizan el agente X y
el agente Y en una combinacién, se podrian administrar sucesivamente en cualquier
combinacién una o mas veces, por ejemplo, en el orden X-Y-X, X-X-Y, Y-X-Y, Y-Y-X, X-X-Y-
Y, etc.

Los agentes, solos 0 en combinacién, pueden combinarse con cualquier vehiculo o
medio farmacéuticamente aceptable. De este modo, pueden combinarse con materiales que
no producen una reaccion desfavorable, alérgica o de otro modo no deseada cuando se
administran a un paciente. Los vehiculos o medios utilizados pueden incluir disolventes,
dispersantes, recubrimientos, agentes que favorecen la absorcion, agentes de liberacién
controlada, etc.

Los agentes en su forma libre 0 como sal pueden combinarse con un polimero tal
como el acido polilactico-glicoloico (PLGA), el &acido poli-(I)-lactico-glicélico-tartarico
(P()LGT) (documento WO 01/12238), acido poliglicélico (patente U.S. n? 3.773.919), acido
polilactico (patente U.S. n? 4.767.628); poli(e-caprolactona) para crear una formulacion de
liberacién lenta. Dichas formulaciones pueden utilizarse en implantes que liberan un péptido
u otro agente durante un periodo de unos pocos dias, unas pocas semanas 0 varios meses
dependiendo del polimero, del tamafio de particula del polimero y del tamano del implante
(véase, por ejemplo, la patente U.S. n® 6.620.422). Otras formulaciones de liberacién lenta
se describen en las patentes EP 0 467 389 A2, WO 93/241150, U.S. n® 5.612.052;
WO 97/40085, WO 94/155587, U.S. n° 5.672.659, U.S. n® 5.893.985, U.S. n® 5.134.122, U.S
n® 5.192.741, U.S. n® 5.192.741 y U.S. n® 5.445.832. En dichas formulaciones de liberacion
lenta las microparticulas de péptido se combinan con las microparticulas del polimero. Uno o
mas implantes de liberacion lenta pueden colocarse en el intestino grueso, el intestino
delgado o en ambos.
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Los agentes pueden administrarse, por ejemplo, por inyeccién intravenosa, inyeccion
intramuscular, inyeccién subcutanea o por otras vias. Los agentes pueden administrarse por
via oral, por ejemplo, en forma de comprimido, gel, pasta, suspension, liquido, polvo o en
alguna otra forma. Las composiciones administradas por via oral pueden incluir aglutinantes,
agentes saborizantes y humectantes. Los agentes pueden estar incluidos en dentifricos o
colutorios. De este modo, las formulaciones orales pueden incluir abrasivos y agentes
espumantes. Los agentes pueden también administrarse por via transdérmica o en forma
de supositorio.

Los agentes pueden ser un acido o base libre, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. Los sélidos pueden disolverse o dispersarse inmediatamente
antes de la administracion o al principio. En algunas circunstancias las preparaciones
incluyen un conservante para impedir la proliferacion de microorganismos. Las formas
farmacéuticas adecuadas para inyectables pueden incluir soluciones o dispersiones acuosas
u organicas esterilizadas que incluyen, por ejemplo, agua, un alcohol, un disolvente
organico, un aceite u otro disolvente o dispersante (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y aceites vegetales). Los agentes farmacéuticos pueden esterilizarse por
esterilizacién en filtro o por otros medios adecuados.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas segun la presente exposicion, por
ejemplo las composiciones farmacéuticas segun la invencion, generalmente incluiran una
cantidad de compuesto(s) activo(s) con un diluyente o excipiente farmacéutico aceptable, tal
como una solucion acuosa esterilizada, para dar una gama de concentraciones finales, que
depende del uso que se pretenda. Las técnicas de preparacidon generalmente son bien
conocidas en la técnica, tal como se ejemplifica mediante Remington’s Pharmaceutical
Sciences (182 edicién, Mack Publishing Company, 1995).

Los agentes descritos en la presente memoria y los agentes para terapia de
combinacién pueden envasarse en forma de kit que incluye dosis individuales o multiples de
dos o0 mas agentes, envasado o formulado cada uno individualmente, o dosis Unicas o
multiples de dos o mas agentes envasados o formulados en combinacion. Por lo tanto, uno
0 mMas agentes pueden estar presentes en un primer recipiente, y el kit puede incluir
opcionalmente uno o mas agentes en un segundo recipiente. El recipiente o recipientes
estan colocados dentro de un envase, y el envase puede opcionalmente incluir la
administracién o las instrucciones de dosificacion. Un kit puede incluir componentes
adicionales tales como jeringuillas u otros medios para administrar los agentes asi como
diluyentes u otros medios para la formulacion.

Agentes analgésicos

Los péptidos descritos en la presente memoria pueden utilizarse en terapia de
combinacion con un agente analgésico, por ejemplo, un compuesto analgésico o un péptido
analgésico. El agente analgésico puede opcionalmente estar unido por enlace covalente a
un péptido descrito en la presente memoria. Entre los agentes analgésicos utiles estan: los
bloqueadores del canal del Ca, los antagonistas del receptor 5HT (por ejemplo los
antagonistas del receptor 5HT3, 5HT4 y 5HT1), los agonistas del receptor opioide
(loperamida, fedotozina y fentanilo), los antagonistas del receptor NKK1, los agonistas del
receptor CCK (por ejemplo, loxiglumida), los antagonistas del receptor NK1, antagonistas del
receptor NK3, los inhibidores de reabsorcion de norepinefrina-serotonina (NSRI), los
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agonistas del receptor vanilloide y canabinoide, y sialorfina. Los agentes analgésicos en
diversas clases se describen en la bibliografia.

Entre los péptidos analgésicos Utiles estan los péptidos relacionados con sialorfina,
incluyendo los que comprenden la secuencia de aminoacidos QHNPR (SEC. ID. n%: 111),
incluyendo: VQHNPR (SEC. ID. n% 112); VRQHNPR (SEC. ID. n%: 113); VRGQHNPR (SEC.
ID. n% 114); VRGPQHNPR (SEC. ID. n% 115); VRGPRQHNPR (SEC. ID. n% 116);
VRGPRRQHNPR (SEC. ID. n% 117); y RQHNPR (SEC. ID. n% 118). Los péptidos
relacionados con sialorfina se unen a neprilisina e inhiben la descomposicion de la sustancia
P y Met-encefalina mediada por neprilisina. Por lo tanto, los compuestos o péptidos que son
inhibidores de la neprilisina sirven como agentes analgésicos que pueden administrarse con
los péptidos de la presente exposicion en una terapia conjunta o unidos a los péptidos de la
presente exposicion, por ejemplo a los péptidos segun la invencidn, por ejemplo, mediante
un enlace covalente. La sialofina y los péptidos relacionados se describen en las patentes
U.S. n? 6.589.750; U.S. n® 20030078200 A1; y el documento WO 02/051453 A2.

Los antagonistas y agonistas del receptor opioide pueden administrarse con los
péptidos de la presente exposicion, por ejemplo con los péptidos segun la invencion en una
terapia conjunta o unidos a los péptidos de la presente exposicién, por ejemplo, a los
péptidos segun la invencion por ejemplo mediante un enlace covalente. Por ejemplo, los
antagonistas del receptor opioide tales como naloxona, naltrexona, metil-nalozona,
nalmefeno, cipridima, beta-funaltrexamina, naloxonazina, naltrindol y nor-binaltorfimina se
cree que sirven para el tratamiento del IBS. Puede ser util formular antagonistas opioides de
este tipo en una formulacién de liberacion retardada y lenta tal como la liberacion inicial del
antagonista en el intestino delgado medio a distal y/o en el colon ascendente. Dichos
antagonistas se describen en el documento WO 01/32180 A2. El pentapéptido encefalina
(HOE825; Tyr-D-Lys-Gly-Phe-L-homoserina) es un agonista de los receptores opioides mu y
delta y se cree que son utiles para aumentar la motilidad intestinal (Eur. J. Pharm. 219:445,
1992), y este péptido puede utilizarse junto con los péptidos de la presente exposicion, por
ejemplo con los péptidos segun la invencion. Es asimismo util la trimebutina que se cree que
se une a los receptores opioides mu/delta/kappa y activa la liberacién de motilina y modula
la liberacion de gastrina, péptido intestinal vasoactivo, gastrina y glucagones. Los agonistas
del receptor kappa opioide tales como fedotozina, cetociclazocina y los compuestos
descritos en el documento WO 03/097051 A2 pueden utilizarse con o unirse a los péptidos
de la presente exposicion, por ejemplo los péptidos segun la invencion. Ademas, pueden
utilizarse los agonistas del receptor mu opioide tales como morfina, difeniloxilato,
fraquefamida (H-Tyr-D-Ala-Phe(F)-Phe-NH,; documento WO 01/019849 A1) y loperamida.

Tyr-Arg (kiotorfina) es un dipéptido que actua estimulando la liberacion de met-
encefalinas para provocar un efecto analgésico (J. Biol. Chem. 262:8165, 1987). La
kiotorfina puede utilizarse con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Los agonistas del receptor CCK tales como caeruleina procedente de anfibios y otras
especies son analgésicos Utiles que pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la
presente exposicion.

Los péptidos de conotoxina representan una clase amplia de péptidos analgésicos
que actuan en los canales de Ca de voltaje controlado, en los receptores de NMDA o en los
receptores nicotinicos. Estos péptidos pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la
presente exposicion.
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Los analogos de péptidos de timulina (solicitud FR n® 2.830.451) pueden tener
actividad analgésica y pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la presente
exposicion.

Los antagonistas del receptor CCK (CCKa o CCKb) incluyendo la loxiglumida y la
dexloxiglumida (isémero R de loxiglumida) (documento WO 88/05774) pueden presentar
actividad analgésica y pueden utilizarse con los péptidos de la invencién o unirse a los
mismos.

Otros agentes analgésicos Uutiles incluyen los agonistas de 5-HT4 tales como
tegaserod/zelnorm y lirexaprida. Dichos agonistas se describen en las patentes:
EP 1321142 A1, WO 03/053432A1, EP 505322 A1, EP 505322 B1, U.S. n® 5.510.353,
EP 507672 A1, EP 507672 B1 y U.S. n® 5.273.983.

Los bloqueantes del canal del calcio tales como ziconotida y los compuestos
relacionados descritos en, por ejemplo, las patentes EP 625162 B1, U.S. n°® 5.364.842,
U.S. n® 5587.454, U.S. n® 5.824.645 U.S. n® 5.859.186, U.S. n® 5.994.305,
U.S. n® 6.087.091, U.S. n® 6.136.786, WO 93/13128 A1, EP 1336409 A1, EP 835126 A1,
EP 835126 B1, U.S. n® 5.795.864, U.S. n® 5.891.849, U.S. n® 6.054.429, documento
WO 97/01351 A1, pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Pueden utilizarse varios antagonistas de los receptores NK-1, NK-2 y NK-3 (para un
estudio véase Giardina et al. 2003 Drugs 6:758) con o unirse a los péptidos de la presente
exposicion.

Los antagonistas del receptor NK1 tales como: aprepitant (Merck & Co. Inc.),
vofopitant, ezlopitant (Pfizer, Inc.), R-673 (Hoffmann-La Roche Ltd.), SR-14033 y los
compuestos relacionados descritos, por ejemplo, en los documentos EP 873753 A1, U.S. n®
20010006972 A1, U.S. n® 20030109417 A1, WO 01/52844 A1, pueden utilizarse con o
unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Los antagonistas del receptor de NK-2 tales como nepadutant (Menarini Ricerche
SpA), saredutant (Sanofi-Synthelabo), SR-144190 (Sanofi-Synthelabo) y UK-290795 (Pfizer
Inc.) pueden utilizarse con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Los antagonistas del receptor NK3 tales como osanetant (Sanofi-Synthelabo),
talnetant y los compuestos relacionados descritos, por ejemplo, en los documentos
WO 02/094187 A2, EP 876347 A1, WO 97/21680 A1, U.S. n® 6.277.862, WO 98/11090, WO
95/28418, WO 97/19927 y Boden et al. (J. Med. Chem. 39:1664-75, 1996) pueden utilizarse
con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Los inhibidores de reabsorcion de norepinefrina-serotonina tales como milnacipran y
los compuestos relacionados descritos en el documento WO 03/077897 A1 pueden utilizarse
con o unirse a los péptidos de la presente exposicion.

Los antagonistas del receptor vainilloide tales como arvanilo y los compuestos
relacionados descritos en el documento WO 01/64212 A1 pueden utilizarse con o unirse a
los péptidos de la presente exposicion.
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Cuando el analgésico es un péptido y esta unido por enlace covalente a un péptido
descrito en la presente memoria el péptido resultante puede también incluir por lo menos un
punto de escision de tripsina o quimiotripsina. Cuando esta presente en el péptido, el
péptido analgésico puede ir precedido por (si esta en el terminal carboxi) o seguido de (si
esta en el terminal amino) un punto de escision de quimiotripsina o tripsina que permite la
liberacion del péptido analgésico.

Ademéas de los péptidos relacionados con sialorfina, los péptidos analgésicos

incluyen: AspPhe, endomorfina-1, endomorfina-2, nocistatina, dalargina, luprén, zicnétido y
la sustancia P.

Métodos de tratamiento

Los péptidos de la presente exposicion, por ejemplo los péptidos segun la invencion
pueden utilizarse para el tratamiento o prevencion del cancer, tumores precancerosos o
tumores metastasicos. Por ejemplo, pueden utilizarse para la prevencion o el tratamiento del
cancer colorrectal con metastasis colorrectal/local, el cancer del tubo digestivo, el cancer
pulmonar, cancer o tumores precancerosos o tumores metastésicos de células epiteliales,
pélipos, de mama, colorrectal, pulmonar, de ovario, pancreatico, prostatico, renal, de
estébmago, de vejiga, de higado, de eséfago y carcinoma testicular, carcinoma (por ejemplo,
basocelular, basoescamoso, Brown-Pearce, carcinoma cananicular, tumor de Ehrlich, de
células de Krebs, de células de Merkel, pulmonar micro o macrocitico, de células en grano
de avena, papilar, bronquiolar, de células escamosas, de células de transicion, de Walker),
leucemia (por ejemplo, de linfocitos B, de linfocitos T, HTLV, linfocitica aguda o crénica, de
mastocitos, mieloide), histiocitonia, histiocitosis, enfermedad de Hodgkin, linfoma no
hodgkiniano, plasmacitoma, reticuloendoteliosis, adenoma, adenocarcinoma, adenofibroma,
adenolinfoma, ameloblastoma, angioqueratoma, hiperplasia angiolinfoide con eosinofilia,
angioma esclerosante, angiomatosis, apudoma, bronquionia, sindrome carcinoide maligno,
cardiopatia carcinoide, carcinosarcoma, cementoma, colangioma, colesteatoma,
condrosarcoma, condroblastoma, cordoma, coristoma, craniofaringioma, crondroma,
cilindroma, cistadenocarcinoma, cistadenoma, cistosarconia filodes, disgeninoma,
ependimoma, sarcoma de Ewing, fibroma, fibrosarcoma, tumor macrocitico,
ganglioneuroma, glioblastoma, glomangioma, tumor de granulocitos, ginandroblastoma,
hamartoma, hemangioendotelioma, hemangioma, hemangioperictoma, hemangiosarcoma,
hepatoma, tumor insulinoma, sarcoma de Kaposi, liomioma, liomiosarcoma, leucosarcoma,
tumor de las células de Leydig, lipoma, liposarcoma, linfangioma, linfangiomioma,
linfangiosarcoma,  meduloblastoma, meningioma, mesenquimoma, mesonefroma,
mesotelioma, mioblastoma, mioma, miosarcoma, mixoma, mixosarcoma, neurilenmoma,
neuroma, neuroblastoma, neuroepitelioma, neurofiboroma, neurofibromatosis, odontoma,
osteoma, osteosarcoma, papiloma, paraganglioma, paraganglioma sin células cromafines,
pinealoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, tumor de células de Sertoli, teratoma, tumor de
las células de teca y otras enfermedades en las que las células se han vuelto displasicas,
inmortalizadas o transformadas.

Los péptidos de la presente exposicion, por ejemplo los péptidos segun la presente
invencion pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencion de: poliposis adenomatosa
familiar (FAP) (sindrome autosdmico dominante) que precede al cancer de colon, cancer
colorrectal sin poliposis hereditario (HNPCC) y sindrome dominante autosémico heredado.
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Para el tratamiento o la prevencion del cancer, tumores precancerosos y tumores
metastasicos, pueden utilizarse los péptidos en la terapia de combinacién con radiacion o
agentes quimioterapéuticos, un inhibidor de una fosfodiesterasa dependiente de GMPc o un
inhibidor selectivo de ciclooxigenasa-2 (en el documento WO 02062369 se describen
numerosos inhibidores selectivos de ciclooxigenasa-2).

Los péptidos pueden ser para el tratamiento o la prevencién de la inflamacién. Por lo
tanto, pueden utilizarse solos o en combinacién con un inhibidor de fosfodiesterasa
dependiente de GMPc o un inhibidor selectivo de ciclooxigenasa-2 para el tratamiento de:
inflamacién organica, IBD (por ejemplo, la enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa), asma,
nefritis, hepatitis, pancreatitis, bronquitis, fibrosis quistica, enfermedades intestinales
isquémicas, inflamaciones/alergias intestinales, celiaquia, proctitis, gastroenteritis eosindfila,
mastocitosis y otros trastornos inflamatorios.

Los péptidos pueden utilizarse también para tratar o prevenir trastornos relacionados
con la insulina, por ejemplo: diabetes mellitus I, hiperglucemia, obesidad, trastornos
asociados a alteraciones en la glucosa o al transporte de electrolitos y a la secrecién de
insulina en células o trastornos endocrinos. Pueden utilizarse también en el tratamiento de la
resistencia a la insulina y en la disminucion posquirdrgica y no posquirirgica en la
sensibilidad a la insulina.

Los péptidos pueden utilizarse para prevenir o tratar trastornos respiratorios,
incluyendo, trastornos de inhalacién, ventilacién y secrecidon de mucosidades, hipertension
pulmonar, obstruccion cronica de vasos y vias respiratorias y obstrucciones irreversibles de
vasos y bronquios.

Los péptidos pueden utilizarse en terapia de combinacion con un inhibidor de
fosfodiesterasa (ejemplos de tales inhibidores pueden encontrarse en la patente U.S.
n® 6.333.354).

Los péptidos pueden utilizarse también para prevenir o tratar: retinopatia, neuropatia,
angiopatia diabética y formacion de edema.

Los péptidos pueden utilizarse también para prevenir o tratar trastornos neurol6gicos,
por ejemplo, cefalea, ansiedad, trastornos del movimiento, agresion, psicosis, convulsiones,
ataques de panico, histeria, trastornos del suefo, depresion, trastornos esquizoafectivos,
apnea del suefo, sindromes de insuficiencia de atencion, pérdida de memoria y narcolepsia.
Pueden utilizarse también como sedante.

Los péptidos y los péptidos marcados de manera detectable pueden utilizarse como
marcadores para identificar, detectar, estadificar o diagnosticar enfermedades y afecciones
del intestino delgado, incluyendo: enfermedad de Crohn, colitis, enfermedad intestinal
inflamatoria, tumores, tumores benignos tales como tumores de estroma benignos,
adenoma, angioma, polipos adenomatosos (pedunculados y sésiles), tumores malignos,
tumores carcinoides, tumores de células endocrinas, linfoma, adenocarcinoma, carcinoma
del intestino superior, medio e inferior, tumor de estroma gastrointestinal (GIST), tal como
liomioma, liomioma celular, liomioblastoma y liomiosarcoma, tumor del nervio auténomo
gastrointestinal, sindromes de hipoabsorcién, celiaquias, diverticulosis, diverticulo de
Meckel, diverticulos del colon, megacolon, enfermedad de Hirschsprung, sindrome de
intestino irritable, isquemia mesentérica, colitis isquémica, cancer colorrectal, poliposis de
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colon, sindrome de pdélipo, adenocarcinoma intestinal, sindrome de Liddle, miopatia de
Brody, convulsiones infantiles y coreoatetosis.

Los péptidos pueden conjugarse con otra molécula (por ejemplo una molécula para
diagnostico o terapéutica) con células diana que llevan el receptor de GC-C, por ejemplo,
lesiones de fibrosis quistica y células especificas que revisten el tubo digestivo. Por lo tanto,
pueden utilizarse para grupos radioactivos diana o grupos terapéuticos en el intestino para
ayudar en el diagnéstico por imagen y en el diagnéstico o tratamiento de cancer
colorrectal/con metastasis o local y para administrar copias normales del gen supresor del
tumor p53 al tubo intestinal.

Los péptidos pueden utilizarse solos o en terapia de combinacién para tratar la
disfuncion eréctil.

Los péptidos pueden utilizarse solos o en terapia de combinacion para tratar
trastornos del oido interno, por ejemplo, para tratar la enfermedad de Meniere, incluyendo
los sintomas de la enfermedad tales como el vértigo, la pérdida de audicion, acufenos,
sensacion de oido lleno y para mantener la homeostasis de fluido en el oido interno.

Los péptidos pueden utilizarse solos o en terapia de combinacion para tratar
trastornos asociados a la retencion de liquido y de sodio, por ejemplo, enfermedades del
sistema de transporte de electrolito-agua/electrolito en el rifdn, intestinos y sistema
urogenital, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, hipotension, cirrosis hepética y
sindrome nefrético. Ademas pueden utilizarse para facilitar la diuresis o control del fluido
intestinal.

Los péptidos pueden utilizarse solos o en terapia de combinacion para tratar los
trastornos asociados a la secrecién de bicarbonato, por ejemplo, fibrosis quistica.

Los péptidos pueden utilizarse solos o en terapia de combinacién para tratar los
trastornos asociados a la regeneracién de los hepatocitos.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Microbia, Inc.
<120> Composiciones para el tratamiento de trastornos gastrointestinales
<130> 114-148 T1

<140> EP 07 011 869.0
<141> 2004-01-28

<150> US 60/471,288
<151> 2003-05-15

<150> US 60/519,460
<151>2003-11-12
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<150> US 60/443,098
<151>2003-01-28

<160> 124
<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1

<211>19

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 1

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr

<210> 2

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly
1 5 10 15
Cys Tyr

<210> 3

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 3
Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys g%s Tyr Pro Ala Cys ?;a Gly
1 5

Cys Asn

<210> 4

<211> 18

<212> PRT

<213> Citrobacter freundii

<400> 4

Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly
1 5 10 15
Cys Tyr

<210>5

<211> 30

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400> 5
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Gln Ala Cys Asp Pro Pro Ser Pro Pro Ala Glu Val Ser Ser Asp Trp

1 5 10 15
Asp Cys Cys Asp Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys
20 25 30
<210> 6
<211> 30
<212> PRT
<213> Yersinia enterocolitica
<400> 6
Lys Ala Cys Asp Thr Gln Thr Pro Ser Pro Ser Glu Glu Asn Asp Asp
1 5 10 15
Trp Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys
20 25 30
<210>7
<211> 53
<212> PRT
<213> Yersinia enterocolitica
<400> 7
Gln Glu Thr Ala Ser Gly Gln Val Gly Asp Val Ser Ser Ser Thr Ile
1 5 10 15
Ala Thr Glu Val Ser Glu Ala Glu Cys Gly Thr Gln Ser Ala Thr Thr
20 25 30
Gln Gly Glu Asn Asp Trp Asp Trp Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro
35 40 45
Ala Cys Phe Gly Cys
50
<210> 8
<211> 16
<212> PRT

<213> Yersinia kristensenii

<400> 8
Ser Asp Trp Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys

1 5 10 15

<210>9

<211>17

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400>9

Ile Asé Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys Leu
1 5 10 15

Asn

<210> 10
<211> 17
<212> PRT



10

15

20

25

30

35

40

ES 2350123 T3

-43 -

<213> Vibrio mimicus

<400>10

Ile Asp Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys Leu
1 5 10 15
Asn

<210> 11

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>11
Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Pro
1 5 10 15
Cys Tyr

<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400>12

Ile Asp Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe
1 5 10

<210> 13

<211> 14

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400>13
Ile Asp Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly
1 5 10

<210> 14

<211>17

<212> PRT

<213> Vibrio mimicus

<400>14
Ile Asp Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys Leu

1 5 10 15
Asn

<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Vibrio mimicus

<400>15
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Ile Asp Arg Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys Leu
1 5 10 15
Asn

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400>16

Asp Trp Asp Cys Cys Asp Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys
1 5 10 15

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400>17
Asp Trp Asp Cys Cys Asp Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys
1 5 10 15

<210> 18

<211>17

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400>18

Asn Asp Asp Trp Cys Cys Glu Val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly
1 5 10 15
Cys

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400>19

Trp Asp Trp Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Phe Gly Cys
1 5 10 15

<210> 20

<211>72

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>20
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Met
1
Ser

Thr
Lys

Asn
65

<210>
<211>
<212>

Lys Lys
Phe Ser
Leu Glu
Ser Glu

S0
Pro Ala

21
72
PRT

Leu Met Leu
S

Gln Ser Thr

20

Thr Lys Lys

Asn Met Asn

Cys Ala Gly
70

<213> Escherichia coli

<400>21

Met
1
Pro

Thr
Gly

Asn
65

<210>
<211>
<212>

Lys Lys
Phe Ala

Leu Glu
35

Pro Glu

50

Pro Ala

22
71
PRT

Ser Ile Leu
5

Gln Asp Ala

20

Ser Lys Lys

Ser Met Asn

Cys Thr Gly
70

Ala
Glu
Cys
Asn

55
Cys

Phe
Lys
Cys
Ser

55
Cys

<213> Yersinia enterocolitica

<400>
Met
1
Ala

Thr
Pro
Asn

65

<210>
<211>
<212>

22
Lys Lys

Phe Gly

Pro Ile
35

Pro Ala

50

Pro Ala

23
54
PRT

Ile Val Phe
5

Gln Glu Thr

20

Thr Ala Glu

Glu Val Ser

Cys Ala Gly
70

<213> Secuencia artificial

<220>

val
val
val
Ser

Cys

ES 2350123 T3
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Ile Phe Ile
10
Ser Leu Asp
25
Asp Val Val
40
Thr Phe Tyr

Tyr

Ile Phe Leu
Pro Val Glu

Asn Ile Ala
40
Ser Asn Tyr

Tyr

Leu Val Leu
10
Ser Gly Gln
25
Tyr Lys Gln
40
Asp Trp Asp

Ser Val Leu

Ser Ser Lys

Lys Asn Asn

45

Cys Cys Glu

Ser
Ser
Lys

Cys

Met
Phe
Ala

Cys

60

Val Leu
Ser Lys

Lys Ser

45
Cys Glu
60

Leu Ser
Ser Asp

Cys Asp

45
Cys Asp
60

Ser
Glu
30

Ser

Leu

Ser
Glu
30

Asn

Leu

Ser
Ala
30

Pro

Val

Phe Pro
15

Lys Ile
Glu Lys

Cys Cys

Phe Ser
15

Lys Ile
Lys Ser

Cys Cys

Phe Gly
15

Leu Ser
Pro Leu

Cys Cys

<223> Secuencia principal amino-terminal generada sintéticamente

<400>23
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Met Lys Lys Ser Ile Leu Phe
Pio Phe Ala Gln Azp Ala Lys
Thr Leu Glu ggr Lys Lys Cys
Gly Pro giu Ser Met Asn

50

<210> 24

<211> 53

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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Ile Phe Leu Ser Val Leu Ser Phe Ser
10 15
Pro Val Glu Ser Ser Lys Glu Lys Ile
25 30
Asn Ile Ala Lys Lys Ser Asn Lys Ser
40 45

<223> Péptido generado sintéticamente

<400>24
Met Lys Lys Ser Ile Leu Phe
1 5
Pro Phe Ala Gln Asp Ala Lys
20
Thr Leu Glu Ser Lys Lys Cys
35
Gly Pro Glu Ser Met
50

<210> 25

<211> 53

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>25
Met Lys Lys Ser Ile Leu Phe
1 5
Pro Phe Ala Gln Asp Ala Lys
20
Thr Leu Glu Ser Lys Lys Cys
35
Ser Pro Glu Ser Met
50

<210> 26

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile Phe Leu Ser Val Leu Ser Phe Ser
10 15
Pro Ala Gly Ser Ser Lys Glu Lys Ile
25 30
Asn Ile Val Lys Lys Ser Asn Lys Ser
40 45

Ile Phe Leu Ser Val Leu Ser Phe Ser
10 15
Pro Ala Gly Ser Ser Lys Glu Lys Ile
25 30
Asn Ile Val Lys Lys Asn Asn Glu Ser
40 45

<223> Péptido generado sintéticamente

<400>26

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr

1 5
Gly Cys Tyr

10 15
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<210> 27

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400>27

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
10

1 5
Gly Cys Tyr

<210> 28

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 28

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr ?0/5 Cys Asn Pro Ala g)sls Thr
1 5

Gly Cys Tyr

<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 29

Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr
1

5

<210> 30

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 30

'Cys Cys Glu Leu C)gs Cys Asn Pro Ala %s Trp Gly Cys Tyr
1

10

-47 -
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<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 31
C{s Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
5

<210> 32

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 32
Asn Cys Cys Glu Lgu Cys Cys Asn Pro /1\(1)a Cys Thr Gly Cys I;gr
1

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artifical

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 33
Asn Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro ?;l)a Cys Trp Gly Cys '{)S/r
1 5

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 34
Asn Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Al\ga Cys Thr Gly Cys '{)S'r
1 5
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<210> 35

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400>35
Asn Cys Cys Glu Tgr Cys Cys Asn Pro i;l)a Cys Thr Gly Cys I)S'r
1 . ,

<210> 36

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuancia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 36
Asn Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro ;\})a Cys Thr Gly Cys ?Slr
1 5 '

<210> 37

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 37

Asn Cys Cys Glu Agg Cys Cys Asn Pro é;l)a Cys Thr Gly Cys '{)Slr
1 .

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 38
Asn Cys Cys Glu Lgs Cys Cys Asn Pro g\}’a Cys Thr Gly Cys Ps'r
1l :

<210> 39
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<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 39
AsSn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu C)6s Cys Asn Pro Ala E)S/s Thr
1 S 1

Gly Cys Tyr Asp Phe
20

<210> 40

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 40
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Leu %s Cys Asn Pro Ala ?S,S Trp
1 5

Gly Cys Tyr Asp Phe
=20

<210> 41

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 41

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Phe %s Cys Asn_Pro Ala (1:)515 Thr
1 S ,
Gly Cys Tyr ggp Phe

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 42
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Asn Ser Ser Asn T)gr Cys Cys Glu Tyr %s Cys Asn Pro Ala %ls Thr
1 . : 1
Gly Cys Tyr tzxsp Phe :

0

<210> 43

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 43
Ain Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Trp (1‘%5 Cys Asn Pro Ala cl:)sls Thr
S _

Gly Cys Tyr E\(s)p Phe

<210> 44

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 44
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Arg %l)s Cys Asn Pro Ala g)sls Thr
1 S : ’
Gly Cys Tyr lzxsp Phe
0

<210> 45

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 45

ASn Ser Ser Asn Tgr Cys Cys Glu Lys g%s Cys Asn Pro Ala g)srs Thr
1
Gly Cys Tyr lzxgp Phe

<210> 46

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 46
Cys Cys Glu Leu C)S/s Cys Asn Pro Ala i%s Thr Gly Cys Tyr ?ss;p Phe
1

<210> 47

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 47

Cys Cys Glu Leu C)S/s Cys Asn Pro Ala 535 Trp Gly Cys Tyr Asp Phe
1 15

<210> 48

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 48

C{s Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala g%s Thr Gly Cys Tyr Agp Phe
S 1

<210> 49

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 49
Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala g%s Thr Gly Cys Tyr llx.;,p Phe
1 5 .

<210> 50

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 50
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala g%s Thr Gly Cys Tyr igp Phe
1 5 .

<210> 51

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 51
Cys Cys Glu Arg Cgs Cys Asn Pro Ala g%s Thr Gly Cys Tyr llxgp Phe
1 .

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 52
Cys Cys Glu Lys Cgs Cys Asn Pro Ala §5s Thr Gly Cys Tyr ﬁp Phe
1

<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 53
Asn Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro qéa Cys Thr Gly Cys T)S/r' Asp
1 5 1

Phe

<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 54
Asn Cys Cys Glu L§u Cys Cys Asn Pro A;I)a Cys Trp Gly Cys I)Sir Asp
1 _ 1

Phe

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 55
Asn Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro q(])a cys Thr Gly Cys I)s/r Asp
1 5 :

Phe

<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 56
Asn Cys Cys Glu T)S/r' Cys Cys Asn Pro i;l)a Cys Thr Gly Cys Pslr Asp
1 _ :
Phe

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 57 .
Asn Cys Cys Glu Tgp Cys Cys Asn Pro Q;I)a Cys Thr Gly Cys Igr Asp
1

Phe

<210> 58

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 58

Asn Cys Cys Glu A;g Cys Cys Asn Pro A;I)a Cys Thr Gly Cys Igr,Asp
1 1 ’

Phe

<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 59

Asn Cys Cys Glu L)gs Cys Cys Asn Pro Ag}a Cys Thr Gly Cys '{)S/r Asp’
1 ) 1 .

Phe

<210> 60

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido generado sintéticamente

<400> 60
cacaccatat gaagaaatca atattatita tttttctttc tg 42

<210> 61

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleédtido generado sintéticamente

<400> 61
cacacctcga gttaggtctc catgctttca ggaccacttt tattac

<210> 69
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

46
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<400> 62
gcatgaatag tagcaattac tgctgtgaat tgtgttgtaa tcctgcttgt accgggtge
attaataac .

<210> 63

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400} 63

tcgagttatt aatagcaccc ggtacaagca ggattacaac acaattcaca gcagtaattg
ctactattc

<210> 64

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 64

gcatgaatag tagcaattac tgctgtgaat attgttgtaa tcctgcttgt accgggtgct
attaataac

<210> 65

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido generado sintéticamente

<400> 65

tcgagttatt aatagcaccc ggtacaagca ggattacaac aatattcaca gcagtaattg
ctactattc A

<210> 66

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

60
69

60
69

60
69

60
69
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<220>

<221> VARIANTE
<222> 1

<223> /sustituir=""
<220>

<221> VARIANTE
<222>1..2
<223> /sustituir=""
<220>

<221> VARIANTE
<222>1..3

<223> /sustituir=""

<220>

<221> VARIANTE
<222>1.4
<223> /sustituir=""
<220>

<221> VARIANTE
<222>1..5
<223> /sustituir=""

<220>
<221> VARIANTE
<222>9

<223> Xaa = cualquier aminoacido; o Xaa = cualquier aminoacido diferente a Leu; o Xaa =
Phe, Trp o Tyr; o seleccionado de entre cualquier otro aminoacido aromatico natural o no

natural; o Xaa = Tyr

<220>

<221> VARIANTE
<222> 19..21
<223> /sustituir=""
<220>

<221> VARIANTE
<222> 20..21
<223> /sustituir=""
<220>

<221> VARIANTE
<222> 20

<223> /sustituir="Asn" or "Glu" /nota="cuando xaa21 no se encuentra, entonces Xaa20 es Asn

o Glu"

<220>

ES 2350123 T3
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<221> VARIANTE
<222> 21
<223> /sustituir="" /nota="cuando xaa21 no se encuentra, entonces Xaa20 es Asn o Glu"

<400> 66

<400> 66

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Xaa %s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1 5
Gly Cys Tyr Asp Phe

20

<210> 67

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 67
GIn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr g%’s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1 5

Gly Cys Tyr

<210> 68

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 68
Asn Thr Ser Asn T)S/r Cys Cys Glu Tyr %s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1
Gly Cys Tyr

<210> 69

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 69



10

15

20

25

30

35

40

ES 2350123 T3

-59 -

Asn Leu Ser Asn Tgr Cys Cys Glu Tyr C)és Cys Asn Pro Ala %/s Thr
G]y Cys Tyr

<210> 70

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<213> Péptido generado sintéticamente

<400>70

Asn Ile Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 © 10 15
Gly Cys Tyr

<210> 71

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 71
Ain Ser Ser GlIn Tgr Cys Cys Glu Tyr g%s Cys Asn Pro Ala Egs Thr

Gly Cys Tyr

<210> 72

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 72

Sgr Ser Asn Tyr C)S/s Cys Glu Tyr Cys g%s Asn Pro Ala Cys Ilsw Gly
cys Tyr

<210> 73

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 73
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Gln Ser Ser Gln Tyr Cys Cys Glu Tyr ggs Cys Asn Pro Ala %ls Thr
1 5

Gly Cys Tyr

<210> 74
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 74
Ser Ser GIn Tyr Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly

1 S 10 ’ 15
Cys Tyr :

<210> 75

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 75 .
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Ala E)és Cys Asn Pro Ala E)Sls Thr
1 5 ) I {

Gly Cys Tyr

<210> 76

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 76
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr
<210> 77
<211> 19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
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<400> 77

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Asn .J:.)(;S Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1 5

Gly Cys Tyr

<210> 78

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 78
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Asp %;s Cys Asn Pro Ala %Is Thr
1 5 ‘

Gly Cys Tyr

<210> 79

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 79
Ain ser ser Asn T)S/r Cys Cys Glu Cys c5s Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 15
Gly Cys Tyr

<210> 80

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 80

Asin Ser Ser Asn Tgr Cys Cys Glu Gln Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
10 15
Gly Cys Tyr

<210> 81

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente



10

15

20

25

30

35

40

ES 2350123 T3
-62 -

<400> 81

Ain ser Ser Asn Tgr Cys Cys Glu Glu C%s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
) 1

Gly Cys Tyr

<210> 82

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 82

Ain ser Ser Asn Tgr‘ Cys Cys Glu Gly c%s Cys Asn Pro Ala %'s Thr
‘ 1

Gly Cys Tyr

<210> 83

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 83

Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu His Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr

<210> 84

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 84
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Ile Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr

<210> 85

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 85
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Lys Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr

<210> 86

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 86

Ain Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Met g%s Cys Asn Pro Ala %:s Thr
5
Gly Cys Tyr

<210> 87

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 87
Asn Ser Ser Asn T)S/r' Cys Cys Glu Phe ggs Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1

Gly Cys Tyr
<210> 88
<211>19

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 88

Asn Ser Ser Asn T)S/r' Cys Cys Glu Pro C5s Cys Asn Pro Ala %ls Thr
I 1

Gly Cys Tyr
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<210> 89

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 89
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Ser Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
1 5 10 15
Gly Cys Tyr

<210>90

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 90
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Thr c();s Cys Asn Pro Ala <1:)S/s Thr
5

G1y Cys Tyr

<210> 91

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 91
Asn ser Ser Asn Tyr Cys Cys Glu Trp %s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
S

61 y Cys Tyr

<210> 92

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 92
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Asn Ser Ser Asn TgS/r Cys Cys Glu val %s Cys Asn Pro Ala %/s Thr
1
Gly Cys Tyr

<210> 93

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 93
Cys Cys Glu Ala Cgs Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
l ) .

<210> 94

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 94
Cys Cys Glu Arg Cys Cys Asn Pro Ala (1:55 Thr Gly Cys Tyr
1 S A A _

<210> 95

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 95 .
Cys Cys Glu Asn Cys Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
1 S5

<210> 96

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 96
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Cys Cys Glu Asp Cys Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
1 5

<210> 97

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 97 _
Cys Cys Glu Cys Cys Cys Asn Pro Ala c5s Thr Gly Cys Tyr
1 5 1

<210> 98

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 98
Cys Cys Glu GIn Cys Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
1 S .

<210> 99

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 99 ,
C)lrs Cys Glu Glu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr
S 10 -

<210> 100

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 100
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Cyls Cys Glu Gly C)SIS Cys Asn Pro Ala C%s Thr Gly Cys Tyr
] 1

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 101

Cys Cys Glu His Cgs Cys Asn Pro Ala C%s Thr Gly Cys Tyr
1 1

<210> 102

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 102
Cys Cys Glu Ile C)S/s Cys Asn Pro Ala C)ors Thr Gly Cys Tyr
1 1

<210> 103

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 103

Cys Cys Glu Lys Cgs Cys Asn Pro Ala %s Thr Gly Cys Tyr
1 .

<210> 104

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 104
Cys Cys Glu Met Cys Cys Asn Pro Ala 555 Thr Gly Cys Tyr
1 5

<210> 105
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<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 105
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala
1 - 5

<210> 106

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 106

Cys Thr Gly Cys Tyr
10

C)lrs Cys Glu Pro C)SIS Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr

<210> 107

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido generado sintéticamente

<400> 107

10

C)lr_s Cys Glu Ser c%/s Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr

<210> 108

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 108

- 10

C){s Cys Glu Thr c;S/s Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr

<210> 109
<211> 14
<212> PRT

10
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 109

C{s Cys Glu Trp C)Sls Cys Asn Pro Ala c%s Thr Gly Cys Tyr
. 1

<210> 110

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 110

C)lfs Cys Glu val Cgs Cys Asn Pro Ala C)(;s Thr Gly Cys Tyr
- 1

<210> 111

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 111
1

<210> 112

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 112

ES 2350123 T3

Gln His Asn Pro Arg
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val GIn His Asn Pro Arg

1

<210> 113
<211>7
<212> PRT

5
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 113 _
val Arg Gln His Agn Pro Arg
1

<210> 114

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 114

vi.'l Arg Gly GIn His Asn Pro Arg
[ 5

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 115
val Arg Gly Pro G;n His Asn Pro Arg
1

<210> 116

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 116
val Arg Gly Pro Agg Gln His Asn Pro /1\69
1

<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 117
val Arg Gly Pro Arg Arg Gin His Asn Pro Arg
1 .5 10

<210> 118

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 118
A{g GIn His Asn Prs'o Arg

<210> 119

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente
<220>

<221> VARIANTE

<222>1.4

<223> /sustituir="" /nota="cuando xaal a xaa4 no se encuentra, entonces xaa5 es cualquier

aminoacido”

<220>
<221> VARIANTE
<222>5

<223> /sustituir="cualquier aminoacido" / nota="cuando xaal a xaa4 no se encuentra,

entonces xaab es cualquier aminoacido”

<220>

<221> VARIANTE
<222>1..5

<223> /sustituir=""

<220>

<221> VARIANTE

<222>8,9,12,13, 14,16, 17, 19, 20, 21
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 119
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Ain ser ser Asn T;S/r Cys Cys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Xaa Xaa Cys Xaa
10 , 15

Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
ST 20

<220>

<223> péptido generado sintéticamente
<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

<223> Xaa = Leu, lle, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe

<220>

<221> VARIANTE

<222> 11

<223> Xaa = Thr, Ala, Lys, Arg o Trp; o Xaa = cualquier aminoacido; o Xaa = Thr, Ala, Lys,
Arg o Trp; 0 Xaa = cualquier aminoacido no aromatico

<220>

<221> VARIANTE
<222> 14

<223> Xaa = Tyr o Leu

<220>

<221> VARIANTE
<222> 15..16
<223> /sustituir=""
<400> 120

C{s Cys Glu Xaa Cgs Cys Asn Pro Ala c5s Xaa Gly Cys Xaa égp Phe
1 .

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<220>

<221> VARIANTE

<222>1..4

<223> /sustituir=""/ nota="cuando Xaal a Xaa4 no se encuentra, entonces Xaa5 es Asn"

<220>

<221> VARIANTE

<222>5

<223> /sustituir="Asn" / nota="cuando Xaal a Xaa4 no se encuentra, entonces Xaa5 es Asn"

<220>
<221> VARIANTE
<222>1.5
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<223> /sustituir=

<220>

<221> VARIANTE
<222> 8

<223> Xaa = Glu o Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222>9

<223> Xaa = Leu, lle, Val, Trp, Tyr o Phe

<220>

<221> VARIANTE

<222> 16

<223> Xaa = Thr, Alao Trp

<220>

<221> VARIANTE

<222> 19

<223> Xaa =Trp, Tyro Leu

<220>
<221> VARIANTE
<222> 19

<223> /sustituir=

<400> 121

Ain ser Ser Asn T)SIr Cys Cys Xaa Xaa Cys Cys Asn Pro Ala Cys Xaa
.o o 10 1S
Gly Cys Xaa lzx(s)p Phe

<210> 122

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<220>

<221> VARIANTE

<222> 1.4

<223> /sustituir="" /nota="cuando Xaal a Xaa4 no se encuentra, entonces Xaa5 es Asn, Trp,
Tyr, Asp, lle, Thr o Phe"

<220>

<221> VARIANTE

<222>5

<223> /sustituir="Asn", "Trp", "Asp", "lle", "Thr" o "Phe" /nota="Cuando Xaal a Xaa4 no se
encuentra, entonces Xaab es Asn, Trp, Tyr, Asp, lle, Thr o Phe"
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<220>

<221> VARIANTE

<222>1..5
<223> /sustituir=

<220>

<221> VARIANTE

<222> 8

ES 2350123 T3
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<223> Xaa = Glu, Asp, GIn, Gly o Pro

<220>

<221> VARIANTE

<222>9

<223> Xaa = Leu, lle, Val, Ala, Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe

<220>

<221> VARIANTE

<222> 12

<223> Xaa = Asn, Tyr, Asp or Ala

<220>

<221> VARIANTE

<222> 13

<223> Xaa = Pro or Gly

<220>

<221> VARIANTE

<222> 14

<223> Xaa = Ala, Leu, Ser, Gly, Val, Glu, GIn, lle, Leu, Lys, Arg o Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222> 16

<223> Xaa = Thr, Ala, Asn, Lys, Arg o Trp

<220>

<221> VARIANTE

<222> 17

<223> Xaa = Gly, Pro or Ala

<220>

<221> VARIANTE

<222>19

<223> Xaa = Trp, Tyr, Phe or Leu; o Xaa = Lys o Arg

<220>

<221> VARIANTE

<222> 19..21
<223> /sustituir=
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<220>

<221> VARIANTE
<222> 20..21
<223> /sustituir=""

<220>

<221> VARIANTE

<222> 20

<223> /sustituir="Asn" o "GIu" /nota="cuando Xaa21 no se encuentra, entonces Xaa20 es Asn
o Glu"

<220>

<221> VARIANTE

<222> 21

<223> /sustituir="" /nota="cuando Xaa21 no se encuentra, entonces Xaa20 es Asn o Glu"

<400> 122
Asn Ser Ser Asn Tyr Cys Cys Xaa Xaa %s Cys Xaa Xaa Xaa %/s Xaa
1 5 : :

Xaa Cys Xaa S.Sp Phe

<210> 123

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 123
Ain ser ser Asn Tyr
-5

<210> 124

<211> 30

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400> 124
GIln Ala Cys Asp Pro Pro Leu Pro Pro Ala Glu val Ser Ser ﬁp Trp
1 5 :
Asp Cys Cys Asp val Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly Cys
' 20 .25 30 .
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Reivindicaciones

1. Composicidon farmacéutica que comprende:
(a) un polipéptido seleccionado de entre:
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(b) un agente seleccionado de entre:
() un inhibidor de bomba de protones;
(ii) un agonista de receptor de H2;
(iii) un antagonista de receptor de opioides; y
(iv) un agonista de receptor de opioides; y
(c) un portador farmacéuticamente aceptable.

2. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que el agonista de
receptor de opioides es el fentanilo o la morfina.

3. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr
Gly Cys Tyr.

4. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
esta esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Phe Cys Cys
Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

5. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Thr Gly Cys Tyr.

6. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
comprende la secuencia de amino&cidos: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly
Cys Tyr.
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7. Composicidén farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el polipéptido
esta esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys
Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

8. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el polipéptido
esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys
Thr Gly Cys Tyr.

9. Composicidén farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly
Cys Tyr.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
esta esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Trp Cys Cys
Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

11. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el polipéptido
esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Thr Gly Cys Tyr.

12. Procedimiento para la produccién de un polipéptido seleccionado de entre:

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos:
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
comprendiendo el procedimiento:
(a) sintetizar quimicamente el polipéptido; y

(b) purificar el polipéptido sintetizado quimicamente.

13. Procedimiento para la produccion de una composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido seleccionado de entre:
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(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y
(iii) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
comprendiendo el procedimiento:
(a) sintetizar quimicamente el polipéptido;
(b) purificar el polipéptido sintetizado quimicamente; y
(c) mezclar el polipéptido purificado con un portador farmacéuticamente aceptable.
14. Procedimiento para la produccién de un polipéptido seleccionado de entre:
() un polipéptido que comprende la secuencia de amino&cidos:
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y
(iii) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
comprendiendo el procedimiento:
(a) proporcionar una célula que aloja una molécula de &cido nucleico que codifica el
polipéptido;

(b) cultivar la célula en condiciones en las que el polipéptido es expresado; y
(c) aislar el polipéptido expresado.

15. Procedimiento para la produccién de una composicion farmacéutica que

comprende un polipéptido seleccionado de entre:

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de amino&cidos:
Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
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Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr; y
(iii) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr;
comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar una célula que aloja una molécula de &cido nucleico que codifica el
polipéptido;

(b) cultivar la célula en condiciones en las que el polipéptido es expresado;

(c) aislar el polipéptido expresado; y

(d) mezclar el polipéptido aislado con un portador farmacéuticamente aceptable.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Thr Gly Cys Tyr.

17. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido estd esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Gilu
Phe Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Phe Cys Cys Asn
Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

19. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Thr Gly Cys Tyr.

20. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido estd esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu
Tyr Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

21. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Tyr Cys Cys Asn
Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

22. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn Pro Ala
Cys Thr Gly Cys Tyr.
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23. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido estd esencialmente constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Gilu
Trp Cys Cys Asn Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

24. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el
polipéptido esta constituido por la secuencia de aminoacidos: Cys Cys Glu Trp Cys Cys Asn
Pro Ala Cys Thr Gly Cys Tyr.

25. Péptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos (I): Xaa; Xaa,
Xaaz Xaa, Xaas Cyse Cys; Xaag Xaag Cysio Cysi; Xaas, Xaasz Xaas, Cysis Xaa;s Xaa;7 Cysqs
Xaaig Xaay Xaapi, en la que: Xaa; Xaa, Xaaz Xaa, Xaas es Asn Ser Ser Asn Tyr 0 no se
encuentra o Xaa; Xaa, Xaa; Xaa, no se encuentra.

26. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaas es Asn, Trp, Tyr,
Asp, o Phe.

27. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaas es Thr o lle.

28. Péptido purificado segun la reivindicacién 25, en el que Xaases Tyr, Asp o Trp.

29. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaag es Glu, Asp, Gin,
Gly o Pro.

30. Péptido purificado segun la reivindicacién 25, en el que Xaages Leu, lle, Val, Ala,
Lys, Arg, Trp, Tyr o Phe.

31. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaages Leu, lle, Val, Lys,
Arg, Trp, Tyr o Phe.

32. Péptido purificado segun la reivindicacién 25, en el que Xaa;, es Asn,Tyr, Asp o
Ala.

33. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaai3 es Asn, Tyr, Asp o
Ala.

34. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaai4 es Ala, Leu, Ser,
Gly, Val, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, Arg, o Asp.
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35. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaais es Thr, Ala, Asn,
Lys, Arg, o Trp.

36. Péptido purificado segun la reivindicacién 25, en el que Xaa;; es Gly, Pro o Ala.

37. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaag es Trp, Tyr, Phe,
Asn o Leu.

38. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaag es Lys o Arg.

39. Péptido purificado segun la reivindicacion 25, en el que Xaay, Xaa,; es AspPhe o
Xaay es Asn o Gly y Xaap no se encuentra.
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