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DESCRIPCION

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un nuevo péptido que tiene una secuencia de aminoacidos especificada o
su derivado, o sus sales. Ademas, la presente invencion se refiere a una composicidon que contiene el nuevo péptido o
su derivado, o sus sales, a un procedimiento para utilizar el nuevo péptido o su derivado, o sus sales, al uso del nuevo
péptido o su derivado, o0 sus sales. El nuevo péptido de la presente invencién o su derivado, o sus sales, puede
utilizarse para potenciar la produccion de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y
acido hialurénico en una célula.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

De manera tradicional, se sabe que un tejido conectivo de un animal contiene, como componentes
principales, coldgeno, &cido hialurdnico, elastina, sulfato de condroitina, sulfato de heparano, sulfato de dermatano,
laminina o similares. Entre estos, el colageno y el &cido hialurénico desempefian un papel importante en el tejido
conectivo, como se describird a continuacion.

En otras palabras, el colageno es la principal proteina que constituye el tejido conectivo de un animal y, en
particular, el coldgeno constituye casi 30% de las proteinas totales en el cuerpo humano. Puesto que la principal
funcién del colageno es la formacion de estructuras esqueléticas en un tejido vivo, estd ampliamente distribuido en la
piel, los tejidos cartilaginosos, la cérnea, el corazén, el higado o similares, como componente principal que constituye la
estructura esquelética de una forma de tejido en un animal. Puesto que el colageno actiia de modo especifico sobre la
adhesién de diversos tipos de células y sobre la diferenciacion o la proliferacién de células, y también desempefia un
papel como factor regulador de la funcion celular, una disminucién en el colageno puede provocar diversas
enfermedades, tales como trastornos corneales, como la Ulcera corneal, trastornos articulares, como el reumatismo, la
artritis, la artritis degenerativa y la osteoartritis, y enfermedades inflamatorias en algunos casos.

En la matriz extracelular de la dermis de la piel, la formacion de una red de haces a partir de fibras de
colageno mantiene la forma del tejido. Cuando una fibra de coladgeno madura y prolifera puede formar reticulaciones,
para producir un haz de fibras de colageno recta y gruesa, que a su vez aporta una firmeza apropiada a la piel en una
piel joven. Sin embargo, en las pieles envejecidas, cuando disminuye la actividad de los fibroblastos (por ejemplo, la
actividad de produccion de colageno y similares), puesto que disminuye en gran medida la presencia de fibras de
colageno en la matriz extracelular de la dermis y se forman unas reticulaciones andmales debido a la edad, la piel se
hace rigida y se pierde, de modo indeseable, la firmeza de la piel original que era elastica. Como resultado en la piel se
forman arrugas y descolgamientos. Se han estudiado en detalle los cambios en la estructura de los haces de fibras de
colageno de un ratén sin pelo por el fotoenvejecimiento (véase, Fragrance Journal, 4, 36-37, 1998). Los resultados
demuestran que en un raton sin pelo irradiado con UVB se forman arrugas, se degrada la estructura de los haces
de fibras de colageno y se reduce la elasticidad de la piel, correspondiendo a la formacién de arrugas. Ademas,
también se sabe que el colageno resulta excelente para la funcién de retencion de la humedad.

Para mejorar el estado provocado por la disminucién del coldgeno, se han descubierto diversas sustancias
para potenciar la sintesis de coldgeno. Por ejemplo, se conoce el acido retinoico (véase, por ejemplo, R. Marks et
al., British Journal of Dermatology, 122, 91-98, 1990), una preparacién que contiene tres tipos de aminoacidos que
consisten en glicina, prolina y alanina (véase, por ejemplo, la patente japonesa abierta a consulta por el pablico n®
Hei 7-194375), un extracto de plantas de regaliz, corteza de morera, aloe, Equisetum arvense, Lonicerae flos,
corteza de alcornoque, hojas de Artemisia princeps, genciana o similares (véase, por ejemplo, la patente japonesa
abierta a consulta por el publico n° 2001-206835), TGF-B, acido ascorbico y similares. Ademas, también se conoce
otra sustancia para potenciar la sintesis de colageno, que es un péptido que consiste en los restos aminoacidos del
182 al 241 del procolageno de tipo | (véase, por ejemplo, K. Katayama et al., Biochemistry, 30, 7097-7104, 1991), y
un péptido Lys-Thr-Thr-Lys-Ser seleccionado del péptido mencionado anteriormente que consiste en los restos
aminoacidos del 182 al 241 del procolageno de tipo | (véase, por ejemplo, K. Katayama et al., J. Biol. Chem.,
268(14), 9941-9944, 1990).

Por otra parte, el acido hialurénico es un tipo de mucopolisacarido acido que esta presente en la piel, el
cartilago, el fluido articular, el cordén umbilical, el cuerpo vitreo ocular u otros tejidos conectivos. En la epidermis de la
piel, entre otros, se sabe que el acido hialurénico estd ampliamente distribuido desde la capa basal a la capa granular,
y que el acido hialurénico soporta la estructura del espacio extracelular de la epidermis y esta implicado en el transporte
de sustancias, tales como nutrientes o desechos, desde la capa basal epidérmica a la capa de células cérneas, y actia
como activador para potenciar el recambio de células epidérmicas. Ademas, también se sabe que el acido hialurénico
tiene una fuerte accion retentora de agua y que aproximadamente 6 | de agua pueden ser retenidos por sélo 1 g de
acido hialurénico y que, mediante esta accion, el acido hialurénico desempefia un papel para retener la humedad en el
espacio intercelular. Se sabe que el acido hialurénico disminuye gradualmente con la edad, y también que esta
disminuciéon es un causa del envejecimiento de la piel, tal como la formacién de arrugas y descolgamientos, la
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disminucién de la elasticidad y de la firmeza de la piel, la sequedad de la piel, o la rugosidad de la piel en el caso del
colageno. Sin embargo, el acido hialurénico es un compuesto polimérico, de modo que no resulta facil suministrar acido
hialurénico a la epidermis desde fuera de la piel, y para suministrar acido hialurénico a una parte, tal como el espacio
entre células epidérmicas, es importante potenciar la biosintesis de acido hialurénico dentro de un cuerpo vivo.

Para mejorar el estado provocado por una disminucién en el acido hialurénico, se han descubierto diversas
sustancias para potenciar la sintesis de acido hialurénico. Por ejemplo, se conece un extracto de aloe, un extracto de
okra, un derivado de -1,3-glucano hidrosoluble, un extracto de levadura (patente japonesa abierta a consulta por el
publico n°® 2004-051533), un extracto de un alga marina del género Callophyllis de la familia Kallymeniaceae
(patente japonesa abierta a consulta por el publico n® 2000-136147), un extracto de lavanda (patente japonesa
abierta a consulta por el publico n® Hei 10-182402), y and un extracto de un alga marina del género Durvillea de la
familia Durvilleaceae (patente japonesa abierta a consulta por el piblico n® Hei 09-176036).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Sin embargo, puesto que los materiales convencionales no son suficientemente satisfactorios con respecto a
su seguridad y sus efectos, se ha deseado el desarrollo de un material nuevo que sea seguro y que tenga la capacidad
de potenciar significativamente la produccién de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en
colageno y acido hialurénico. A la vista de los problemas convencionales, un objeto de la presente invencion es
proporcionar un material nuevo que sea seguro y que tenga la capacidad de potenciar significativamente la produccion
de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico.

Como resultado de profundos estudios para resolver los problemas mencionados anteriormente, los presentes
inventores ha descubierto que un nuevo péptido que tiene una secuencia de aminoécidos especificada puede utilizarse
como material nuevo que es seguro y que tiene la capacidad de potenciar significativamente la produccién de al menos
un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y &cido hialurénico. Asi, la presente invencion se ha
perfeccionado.

Concretamente, la presente invencion se refiere a:

1. Un péptido que se representa mediante la formula:
Leu-Glu-His-Ala (SEQ ID NO:1)

0 su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacién, fosforilacion, succinilacién, formacién de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracion, sulfonacién, formacion de aldehidos, ciclacién, glicosliacién, monometilacién, dimetilacion, trimetilacion,
guanidilacién, amidinacion, maleilacion, trifluoroacetilacion, carbamilacion, trinitrofenilacion, nitrotroponilacion o
acetoacetilacion del péptido.

2. Un péptido que se representa mediante la formula:
Leu-Asp-His-Ala (SEQ ID NO:19)
0 su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacion, fosforilaciéon, succinilacién, formacién de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracion, sulfonacion, formacion de aldehidos, ciclacién, glicosliacién, monometilacién, dimetilacion, trimetilacion,
guanidilacién, amidinacion, maleilacion, trifluoroacetilacion, carbamilacién, trinitrofenilacion, nitrotroponilacion o
acetoacetilacion del péptido.

3. Un péptido que se representa mediante la férmula:
Leu-Glu-His-Ala-Phe (SEQ ID NO:20)
0 su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacion, fosforilaciéon, succinilacién, formacién de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracion, sulfonacion, formacion de aldehidos, ciclacién, glicosliacién, monometilacién, dimetilacion, trimetilacion,
guanidilacién, amidinaciéon, maleilacion, trifluoroacetilacion, carbamilacion, ftrinitrofenilacién, nitrotroponilaciéon o
acetoacetilacion del péptido.
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4. Una composicién que contiene el péptido o su derivado, o sus sales, segun se define en uno cualquiera de
(1] a[3].

5. La composicion segun [4], en la que la composicién puede utilizarse para potenciar la produccién de al
menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico en una célula.

6. La composicién segun [4] o [5], en la que la composicién puede utilizarse como agente para la aplicacion
externa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Segun la presente invencion, se proporciona un nuevo material que tiene la capacidad de potenciar la
produccion de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico. Ademas, se
demuestra que el péptido de la presente invencién o su derivado, o0 sus sales, no reduce significativamente el nimero
de células cuando se pone en accidén en una célula. Por tanto, seguin la presente invencion se proporciona un nuevo
péptido o su derivado, o sus sales, que tiene la capacidad de potenciar la produccién de al menos un miembro
seleccionado del grupo que consiste en colageno y &cido hialurénico, y que puede utilizarse de modo seguro sin
mostrar citotoxicidad.

Se describe un péptido representado por la férmula (1):
Leu-Glu-His,
o0 su derivado, o sus sales.

La presente descripcién también proporciona un péptido que se caracteriza porque el péptido tiene una
sustitucion y/o adicidon de uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminoacidos representada por la formula (1): Leu-
Glu-His, y que tiene la capacidad de potenciar la produccion de al menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste en colageno y acido hialurénico en una célula (en el que el péptido no contiene Lys-Thr-Thr-Lys-Ser), o su
derivado, o sus sales.

En la presente memoria descriptiva, “un derivado de un péptido” se refiere, por ejemplo, a un derivado
obtenido mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacién, dansilacion, biotinilacion, fosforilacion,
succinilacion, formacion de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion, nitracion, sulfonacién, formacién de aldehidos,
ciclacion, glicosliaciéon, monometilacion, dimetilacion, trimetilacion, guanidilacion, amidinacion, maleilacion,
trifluoroacetilacion, carbamilacién, trinitrofenilacion, nitrotroponilacion o acetoacetilacion del péptido. Entre éstas, se
prefiere la palmitoilacion, puesto que se espera que aumente la permeabilidad hacia el interior de la célula, y también
es preferible la acetilacién del N-terminal, la amidacién del C-terminal y la metilacion del C-terminal, puesto que se
espera que confieran resistencia contra las exopeptidasas que degradan al péptido desde su terminal y, por tanto,
aumentan la estabilidad en un cuerpo vivo.

En la presente memoria descriptiva, una “sal’ se refiere a cualquier sal farmacolégicamente aceptable
(incluyendo sales inorganicas y sales organicas) de un péptido o de su derivado, e incluye, por ejemplo, la sal de sodio,
la sal de potasio, la sal de calcio, la sal de magnesio, la sal de amonio, la sal hidrocloruro, sulfato, nitrato, sales
organicas (acetato, citrato, maleato, malato, oxalato, lactato, succinato, fumarato, propionato, formiato, benzoato,
picrato, bencensulfonato), preferiblemente sales de amonio, hidrocloruro, sulfato y acetato, méas preferiblemente
sales de amonio y acetato de un péptido o su derivado.

La sustitucion de un aminoéacido es preferiblemente una sustitucién de un aminoacido conservadora, es
decir, una sustitucion conservadora de un aminoacido.

En la presente memoria descriptiva, la expresion “sustitucion conservadora de un aminoacido” se refiere a
una sustitucién entre aminoacidos dentro de cada grupo que se muestra en la siguiente tabla 1.
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Tabla 1
Aminoacidos acidos acido aspartico (D), acido glutamico (E)
Aminoacidos basicos arginina (R), lisina (K), histidina (H)
Aminoé&cidos hidrdfilos serina (S), treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q)
Aminoé&cidos hidréfobos triptéfano (W), fenilalanina (F), valina (V), leucina (L), isoleucina (I),
metionina (M), prolina (P), alanina (A)
Aminoéacidos aromaticos tirosina (Y), triptéfano (W), fenilalanina (F)
Hidroxiaminoacidos serina (S), treonina (T)
Aminoéacidos que contienen azufre cisteina (C), cistina, metionina (M)
Aminoécidos pequefios glicina (G), alanina (A), serina (S), metionina (M), treonina (T)

Entre éstas, las sustituciones conservadoras de aminoacidos preferidas incluyen la sustitucion entre acido
aspartico (D) y acido glutdmico (E), la sustitucién entre arginina (R), lisina (K) e histidina (H), la sustitucién entre
triptéfano (W) y fenilalanina (F), la sustitucion entre fenilalanina (F) y valina (V), la sustitucion entre leucina (L),
isoleucina (1) y alanina (A), y la sustitucion entre glicina (G) y alanina (A).

La sustitucion (conservadora) de uno o mas aminoacidos se refiere, preferiblemente, a una sustitucion
(conservadora) de uno o varios aminoacidos, mas preferiblemente la sustitucion (conservadora) de 1 a 3
aminoacidos, aun mas preferiblemente la sustitucion (conservadora) de 1 a 2 aminoacidos, todavia mas
preferiblemente la sustitucién (conservadora) de un aminoécido.

La adicion de uno o mas aminoacidos se refiere a la adicion de preferiblemente 1 a 22 aminoacidos, mas
preferiblemente de 1 a 12 amino4cidos, aun més preferiblemente de 1 a 5 amino4cidos, todavia mas
preferiblemente de 1 a 3 aminoéacidos, aun todavia mas preferiblemente de 1 a 2 aminoacidos.

Los péptidos que tienen una sustitucion conservadora y/o adicién de uno o mas aminoacidos en Leu-Glu-
His (en lo sucesivo denominado LEH segun el codigo de una letra de aminoacidos, en algunos casos) incluyen, por
ejemplo, los que contienen una sustitucién conservadora de uno o mas amino4cidos (por ejemplo, IEH, LDH, LDK,
LEK), y los que tienen uno o mas aminoacidos afiadidos a la secuencia LEH (por ejemplo, LEHA, LEHW, LEHF,
LEHV, LEHL, LEHI, LEHM, LEHG, LEHS, LEHT, ALEH, GLEH, SLEH, MLEH, TLEH, LEHAW, LEHAF, LEHAV,
LEHAL, LEHAI, LEHAM, LEHAG, LEHAS, LEHAT, ALEHA, GLEHA, SLEHA, MLEHA, TLEHA, FLEHA, SLEHHT,
GLEHAL, DLEHAL, QLEHAK, SLEHAD, QLEHAR, EFLEHA, LEHAVV, DPELEHA, HLEHAAS, LEHASVD) y
similares. Entre éstos, los péptidos preferidos incluyen IEH, LDH, LDK, LEK, LEHA, LEHF, LEHG, LEHAF, FLEHA,
SLEHHT, GLEHAL, DLEHAL, QLEHAK, SLEHAD, QLEHAR, EFLEHA, LEHAW, DPELEHA, HLEHAAS, LEHASVD,
y mas preferiblemente los péptidos son LEHA y LEHAF.

Ademas, los péptidos que tienen una sustitucion conservadora y una adicién de uno 0 mas aminoacidos en
el péptido LEH incluyen, como ejemplos preferidos, por ejemplo, IEHA, LDHA, LDKA, LEKA. Como ejemplos mas
preferidos de dichos péptidos se incluyen los péptidos que tienen una sustitucién y/o adicion de uno o mas
aminoacidos en el péptido LEHA, mas preferiblemente los péptidos que tienen una sustitucion conservadora y/o
adicion de uno o mas aminoacidos en el péptido LEHA. En este caso, una sustitucion (conservadora) y/o adicion de
uno o mas aminoacidos tiene el mismo significado que el descrito anteriormente.

Ademas, los péptidos que tienen uno o varios aminoacidos delecionados de un péptido que tiene una
sustitucién conservadora y/o adicion de uno o mas aminoacidos en el péptido LEH también se incluyen en el
péptido de la presente descripcion, por cuanto el péptido tenga la capacidad de potenciar la produccion de colageno
0 acido hialurénico en una célula. Dicho péptido incluye, por ejemplo, EHA, LHA, LEA y similares, que es un péptido
gue tiene un amino&cido delecionado del péptido LEHA.

La presente invencion proporciona los péptidos LEHA, LDHA y LEHAF.

En la presente memoria descriptiva, la expresion “que tiene capacidad de potenciar la produccion de al
menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en coldgeno y acido hialurénico en una célula” significa
que cuando un péptido de interés o su derivado, 0 sus sales, se pone en accién en una célula, la cantidad de
produccion de colageno, acido hialurénico o ambos en la célula aumenta comparado con el caso en que el péptido
de interés o su derivado, o sus sales, no se pone en accion en la célula. Esta expresién significa que, por ejemplo,
cuando el péptido de interés o su derivado, o0 sus sales, se pone en accién a una concentraciéon de 10 ug/ml en un
ensayo para un sistema de cultivo de una célula humana, la cantidad de produccion de colageno en la célula




10

15

20

ES 2357114 T3

alcanza, por ejemplo, aproximadamente 110% o mas, mas preferiblemente aproximadamente 120% o mas, auln
mas preferiblemente aproximadamente 130% o mas, comparado con el caso en que el péptido de interés o su
derivado, o sus sales, no se pone en accién. Esta expresion también significa que, por ejemplo, cuando el péptido
de interés o su derivado, 0 sus sales, se pone en accidn a una concentracion de 100 pg/ml, la cantidad de
produccion de acido hialurénico en una célula alcanza, por ejemplo, aproximadamente 110% o0 mas, mas
preferiblemente aproximadamente 120% o mas, aln mas preferiblemente aproximadamente 130% o0 mas,
comparado con el caso en que el péptido de interés o su derivado, o sus sales, no se pone en accién. En una
realizacion especifica, la célula relacionada con la expresién mencionada anteriormente significa un fibroblasto o un
gueratinocito y, en otra realizacién especifica, significa un fibroblasto de la piel o un queratinocito epidérmico.

El péptido de la presente invencion puede prepararse mediante un procedimiento conocido en la técnica.
Por ejemplo, el péptido de la presente invencion puede sintetizarse mediante un procedimiento quimiosintético (por
ejemplo, un procedimiento en fase sélida (por ejemplo, el procecimiento Fmoc), o un procedimiento en fase liquida),
0 puede prepararse mediante un procedimiento tal como la expresion recombinante. Los amino&cidos que
constituyen el péptido de la presente invencion pueden ser de tipo L o de tipo D, preferiblemente de tipo L.

Ademas, el péptido de la presente invencidn también puede prepararse cortando y escindiendo un péptido
gue consiste en una secuencia de aminoacidos de interés procedente de una secuencia de aminoacidos de una
proteina que contiene la secuencia de aminoacidos de interés mediante un procedimiento conocido, tal como un
tratamiento con proteasas. Por ejemplo, una proteina que contiene la secuencia LEH y la secuencia LEHA incluye
las proteinas que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2
Organismo fuente Nombre de la proteina Porcion que contiene la Secuencia
secuencia LEHA
Daucus carota precursor de clase 3 de la restos 12-15 LPSRDLEHASSYTP
isozima | de la B- (SEQ ID NO:6)
fructofuranosidasa (EC
3.2.1.26), soluble
Lycopersicon esculentum 3p-hidroxilasa restos 134-137 IFGSPLEHARQLWP
(SEQ ID NO:7)
Solanum tuberosum precursor de la subunidad restos 560-563 VVRCCLEHAASVAK
beta de chaperonina-60 (SEQ ID NO:8)
Oryza sativa beta chaperonina-60 restos 562-565 VVRCCLEHAASVAK
putativa (SEQ ID NO:9)
Glycine max precursor de G3 glicinina restos 228-231 FAPEFLEHAFVVDR
(SEQ ID NO:10)
Phaseolus vulgaris homoélogo COK-4 de la restos 334-337 EVEVQLEHALSMQE
serina treonina quinasa (SEQ ID NO:11)
Manihot esculenta flavonol 3-O- restos 168-171 PQVEILEHAALGVF (SEQ
glucosiltransferasa y (EC ID NO:12)
2.4.1.91) (UDP-glucosa
flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa 7)
(fragmento)
Prunus persica MADS6 restos 93-96 TGSWTLEHAKLKAR
(SEQ ID NO:13)
Fragaria x ananassa UDP-glucosa restos 304-307 EIANALEHAGHRFL (SEQ
glucosiltransferasa ID NO:14)
Strongylocentrotus canal activado por restos 406-409 VAINGLEHAHWWEQ
purpuratus hiperpolarizacion (1h) (SEQ ID NO:15)
Lethenteron japonicum homeoproteina LIEMX restos 193-196 SQLLRLEHAFEKNH
(SEQ ID NO:16)
Mytilus galloprovincialis paramiosina restos 618-621 DARSLLEHAERARK
(SEQ ID NO:17)




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2357114 T3

Los expertos en la técnica pueden seleccionar de forma apropiada una proteasa adecuada para cortar y
escindir un péptido que consista en la secuencia de aminoacidos de interés a partir de la secuencia de aminoacidos
de una proteina que contenga la secuencia de aminoacidos de interés, tomando en consideracién la especificidad
de secuencia de la proteasa. Por ejemplo, para cortar y escindir la secuencia LEHA de la secuencia mencionada
anteriormente derivada de Daucus carota (SEQ ID NO:6), un procedimiento para cortar y escindir puede
ejemplificarse mediante el uso concomitante de termolisina (derivada de Bacillus thermoproteolyticus) y
quimotripsina (derivada de pancreas bovino). Ademas, por ejemplo, para cortar y escindir la secuencia LEHA de la
secuencia mencionada anteriormente derivada de Solanum tuberosum (SEQ ID NO:8), el procedimiento puede
ejemplificarse mediante el uso concomitante de la proteasa M “Amano” G (derivada de Aspergillus oryzae, fabricada
por Amano Enzyme, Inc.) y la termolisina mencionada anteriormente. Ademas, por ejemplo, para cortar y escindir la
secuencia LEHA de la secuencia mencionada anteriormente derivada de Oryza sativa (SEQ ID NO:9), el
procedimiento puede ejemplificarse mediante el uso concomitante de la proteasa M “Amano” G mencionada
anteriormente y la termolisina mencionada anteriormente. Ademas, por ejemplo, para cortar y escindir la secuencia
LEHA de la secuencia mencionada anteriormente derivada de Glycine max (SEQ ID NO:10), el procedimiento
puede ejemplificarse mediante el uso de la termolisina mencionada anteriormente. Ademas, por ejemplo, para
cortar y escindir la secuencia LEHA de la secuencia mencionada anteriormente derivada de Phaseolus vulgaris
(SEQ ID NO:11), el procedimiento puede ejemplificarse mediante el uso concomitante de la quimotripsina
mencionada anteriormente y la termolisina mencionada anteriormente. Ademas, por ejemplo, para cortar y escindir
la secuencia LEHA de la secuencia mencionada anteriormente derivada de Manihot esculenta (SEQ ID NO:12), el
procedimiento puede ejemplificarse mediante el uso concomitante de la quimotripsina y la termolisina mencionada
anteriormente. Ademas, por ejemplo, para cortar y escindir la secuencia LEHA de la secuencia mencionada
anteriormente derivada de Lethenteron japonicum (SEQ ID NO:16), el procedimiento puede ejemplificarse mediante
el uso concomitante de tripsina (derivada de pancreas de cerdo) y la termolisina mencionada anteriormente. La
combinacién de una proteina que contiene la secuencia de aminoacidos de interés y una proteasa no se limita a las
combinaciones mencionadas anteriormente, y una combinacién preferida incluye una combinacion de proteina de
soja (proteina derivada de Glycine max) y termolisina.

Las condiciones de reaccion utilizadas cuando se hidroliza una proteina con una proteasa no se limitan de
modo especifico, y los expertos en la técnica pueden seleccionarlas de modo apropiado segun el conocimiento
técnica general habitual. Por ejemplo, cuando se emplea una proteasa disponible en el mercado, las condiciones de
reaccion pueden seleccionarse segun sus instrucciones. En general, puede utilizarse una temperatura de reaccion
de 30 °C a 80 °C, preferiblemente de 40 °C a 70 °C, mas preferiblemente de 50 °C a 60 °C. Ademas, puede
utilizarse un tiempo de reaccién de 2 a 30 horas, preferiblemente de 3 a 24 horas, mas preferiblemente de 10 a 20
horas, en especial preferiblemente de 12 a 18 horas. El pH de la reaccion preferiblemente es aproximadamente el
pH o6ptimo de la proteasa utilizada. Los medios para terminar la reaccion no se limitan de modo especifico, y puede
emplarse un procedimiento conocido. Estos medios incluyen, por ejemplo, tratamiento con calor, tal como un
calentamiento a 85 °C durante 15 minutos o un calentamiento a 100 °C durante 5 minutos.

Después del tratamiento de hidrélisis con una proteasa, el péptido de interés puede obtenerse mediante
una purificacién segun medios conocidos en la técnica. Como medio conocido se puede utilizar, por ejemplo, una
resina de intercambio i6nico de acidos fuertes, o una resina de octadecilsilice (ODS). Por ejemplo, el péptido de
interés puede purificarse adsorbiendo una disolucidon acuosa del péptido tratado con la proteasa sobre una resina
de ODS, y eluyendo el péptido con un disolvente organico (por ejemplo, acetonitrilo) a cualquier concentracion.
Como alternativa, por ejemplo, el péptido de interés puede purificarse adsorbiendo una disolucion acuosa del
péptido tratado con una proteasa sobre una resina de intercambio i6nico de acidos fuertes, y eluyendo el péptido
con un eluato (por ejemplo, una disolucién de cloruro de sodio o cloruro de potasio) que tenga una concentracion
salina de 0,18 M a 0,25 M, méas preferiblemente de 0,20 M a 0,23 M.

Por tanto, un péptido obtenido hidrolizando una proteina nativa con una proteasa resulta ventajoso desde
el punto de vista econdmico, comparado con el caso de fabricarlo mediante un procedimiento quimiosintético.
Ademas, se supone que un péptido obtenido hidrolizando una proteina nativa con una proteasa es mas seguro para
un cuerpo vivo. Por tanto, el péptido obtenido de esta manera puede utilizarse, de modo adecuado, para una
medicina para la aplicacion interna, para un producto alimentario, para un cosmético para pieles sensibles, y para
un pienso, cuyas aplicaciones a un cuerpo vivo requieren mayor seguridad.

El derivado del péptido de la presente invencion puede prepararse mediante un procedimiento conocido en
la técnica. Por ejemplo, un ejemplo de procedimiento es el siguiente: se acetila el N-terminal de un péptido LEH, por
ejemplo (segun el procedimiento de sintesis en fase sélida mediante el procedimiento Fmoc (L.A. Carpino, G.Y.
Han, J. Am. Chem. Soc., 92, 5748 (1970)). En primer lugar, el C-terminal de Fmoc-His(1-Trt)-OH se une a una
resina para la sintesis en fase sélida, y después se retira el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con
piperidina. Después, la resina obtenida se neutraliza y se lava, y se introduce Fmoc-Glu(OtBu)-OH en el N-terminal
de His. Luego se retira el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina, y la resina obtenida se
neutraliza y se vuelve a lavar. Después se introduce N-acetil-leucina en el N-terminal de Glu. Se corta y escinde una
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cadena peptidica de la resina obtenida y se realiza la desprotecciéon escindiendo el grupo Trt de His y el grupo tBu
de Glu con TFA (acido trifluoroacético). Por Gltimo, se lleva a cabo una purificacién retirando las sustancias sin
reaccionar mediante HPLC preparativa, para producir LEHA cuyo N-terminal esta acetilado. Sera evidente para los
expertos en la técnica que puede prepararse cualquier derivado modificando de modo apropiado el procedimiento
mencionado y que, por ejemplo, cuando se prepara LEH palmitoilada en en N-terminal, la N-acetil-leucina
mencionada anteriormente puede reemplazarse por N-palmitoil-leucina.

Los expertos en la técnica también pueden preparar con facilidad la sal del péptido de la presente
invencion mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica.

El péptido de la presente invencién o su derivado, o sus sales, obtenido de esta manera puede utilizarse
para potenciar la produccion de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido
hialurénico en una célula.

Como se muestra en los siguientes ejemplos, se confirma que el cultivo de fibroblastos de la piel en una
disolucién de cultivo a la cual se afiade dicho péptido o su derivado, o sus sales, produce un aumento en la
produccion del colageno de tipo | en la célula, y que el cultivo de queratinocitos epidérmicos en la disolucion de
cultivo produce un aumento en la produccion de acido hialurénico en la célula.

La presente invencion también proporciona una composicion caracterizada porque la composicién contiene
el péptido de la invencién mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales. Debido a estas caracteristicas, la
composicion puede utilizarse de modo adecuado, por ejemplo, como una composicidn farmacéutica, un producto
alimentario, un cosmético o un pienso y, ademdas, como reactivo de investigacion para ayudar a comprender
trastornos fisiol6gicos asociados con el colageno o con el &cido hialurénico.

La composicion farmacéutica incluye, por ejemplo, un agente terapéutico o un agente profilactico para una
enfermedad provocada por la disminucion en la cantidad de colageno y/o &cido hialurénico en un mamifero
representado por un ser humano. De modo especifico, la composicion de la presente invencién puede utilizarse de
modo adecuado como agente terapéutico y/o agente profilactico para una enfermedad articular, tal como artritis
reumatoide, artritis degenerativa u osteoartritis, 0 como un agente profilactico y/o agente terapéutico para las
arrugas o el descolgamiento de la piel debido a la exposicién a luz ultravioleta, o al envejecimiento, y ademas, como
un agente profilactico y/o agente terapéutico para la disminucién de la elacticidad o firmeza de la piel.

Los producto alimentarios incluyen, por ejemplo, un producto alimentario para mejorar o prevenir trastornos
provocados por una disminucién en la cantidad de colageno y/o &cido hialurénico en un mamifero representado por
un ser humano. De modo especifico, la composicion de la presente invencion puede utilizarse de modo adecuado
como un producto alimentario para la mejora o la prevencion de sintomas, tales como la artralgia, 0 como un
producto alimentario para la mejora o la prevencion de las arrugas o el descolgamiento de la piel debido a la
exposicion a luz ultravioleta, o al envejecimiento, y ademas, como un producto alimentario para la prevencion o la
disminucion de la elacticidad o firmeza de la piel.

El cosmético incluye, por ejemplo, un cosmético para la prevencién y/o la mejora de las arrugas o el
descolgamiento de la piel debido a la exposicion a luz ultravioleta, al envejecimiento o similares, y un cosmético
para la prevencion y/o la mejora de la disminucidn de la elacticidad o firmeza de la piel.

El pienso incluye, por ejemplo, un pienso para mejorar 0 prevenir trastornos provocados por una
disminucién en la cantidad de colageno y/o acido hialurénico en ganado, tales como bdvidos, cerdos, aves de
corral, ovejas y caballos, o en animales domésticos, tales como perros y gatos. De modo especifico, la composicion
de la presente invencion puede utilizarse de modo adecuado como un pienso para mejorar 0 prevenir diversas
enfermedades provocadas por una disminucion en la cantidad de colageno y/o acido hialurénico, tales como
enfermedades corneales, como Ulcera corneal, trastornos articulares, como reumatismo, artritis, artritis
degenerativo y osteoartritis, y enfermedades inflamatorias.

El contenido en péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, en la composicion de la
presente invencion varia dependiendo del tipo de péptido o su derivado, o sus sales, de la forma de dosificacion y
similares de la composicién. En general, desde el punto de vista de obtener un gran efecto de potenciacion de la
produccion de colageno y/o acido hialurénico, el contenido es preferiblemente del 0,0001% al 70% en peso, mas
preferiblemente del 0,001% al 50% en peso, aun mas preferiblemente del 0,001% al 20% en peso, todavia mas
preferiblemente del 0,01% al 10% en peso, todavia mas preferiblemente del 0,05% al 10% en peso, todavia mas
preferiblemente del 0,12% al 10% en peso.

La composicion de la presente invencion puede prepararse combinando de modo apropiado un vehiculo,
una base y/o un aditivo que normalmente se emplea en el campo de la formulacion, o un producto alimentario
ademas de péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, dentro del intervalo en que se puede
lograr el objeto de la presente invencion.
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En una realizacon, la presente composicion puede prepararse combinando lo obtenido después de
purificar el péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, de modo que se logre una concentracion,
por ejemplo, del 0,05% en peso o mas, preferiblemente del 0,08% en peso o mas, mas preferiblemente del 0,1% en
peso 0 mas, aun mas preferiblemente del 0,12% en peso o mas, para conseguir el contenido mencionado
anteriormente.

El vehiculo puede utilizarse junto con uno o mas tipos de, por ejemplo, azlcares (por ejemplo, manitol,
lactosa o dextrina), celulosas (por ejemplo, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa o celulosa cristalina), gomas poco
hidrosolubles (por ejemplo, goma arabiga o goma de tragacanto), polimeros vinilicos reticulados, o lipidos.

La base puede utilizarse junto con uno o mas tipos de, por ejemplo, agua, grasas y aceites, aceites
minerales, ceras, acidos grasos, aceites de silicona, esteroles, ésteres, jabones metalicos o alcoholes.

El aditivo puede utilizarse junto con uno o mas tipos de, por ejemplo, tensioactivos, componentes
solubilizantes, emulgentes, componentes oleosos, estabilizantes, espesantes, conservantes, ligantes, lubricantes,
agentes dispersores, reguladores del pH, humectantes, absorbentes de ultravioleta, agentes quelantes,
potenciadores de la absorcion percutanea, antioxidantes, agentes disgregantes, plastificantes, tampones, vitaminas,
aminoacidos, agentes colorantes o agentes perfumantes.

Ademas, para afiadir otra accion util si es necesario, la composiciéon de la presente invenciéon puede
contener una combinacion de uno o mas tipos de diversos componentes, tales como un componente de
aclaramiento de la piel, un componente antiinflamatorio, un componente antibiético, un componente activador de
células, un componente astringente, un componente antioxidante, un componente que mejora el acné, un
componente para potenciar la sintesis de un componente bioldgico, tal como coldgeno, un componente para
potenciar la circulacién, un componente humectante y un componente antienvejecimiento.

La composicion de la presente invencion puede tomar la forma de cualquier forma de dosificacion, tal
como un agente para la aplicacién externa (incluyendo un cosmético), un agente para la aplicacion interna
(incluyendo un producto alimentario y un pienso), y puede utilizarse preferiblemente como un agente para la
aplicacién externa.

El agente para la aplicacion externa puede utilizarse en cualquier forma, tal como, por ejemplo, un liquido,
una emulsion, una crema, una locidn, una pasta, una espuma, un gel, una lamina (soportada por un sustrato), un
aerosol y un pulverizado.

EL cosmético puede utilizarse en cualquier forma, tal como, por ejemplo, un cosmético para el cuidado
bésico de la piel, tal como una locion, una emulsién, una crema, un aceite y una mascarilla, asi como maquillaje, tal
como maquillaje de base, colorete y barra de labios, y ademas una preparacion limpiadora, tal como un limpiador
facial, una preparacion limpiadora y una preparacion limpiadora corporal, y un agente para bafio.

El agente para la aplicacion interna (incluyendo un producto alimentario y un pienso) puede utilizarse en
cualquier forma, tal como, por ejemplo, un comprimido, una pildora, un granulo, un granulo fino, un polvo, una
cépsula dura, una cdpsula blanda, un jarabe seco, una disolucién (incluyendo una preparacion, suspension y jarabe
bebibles), una preparacion en gel, una preparacion de liposomas, una preparacion de extractos, una tintura, una
preparacion de limonada y una preparacion de gelatina.

Ademas, en el caso de un producto alimentario, la composicion puede proporcionarse en cualquier forma
general de producto alimentario, tal como pan, fideos, alimentos precocinados, productos carnicos procesados (por
ejemplo, jamén, salchichas o similares), productos marinos procesads, salsas (por ejemplo, alifios o similares),
productos lacteos, productos de pasteleria (por ejemplo, galletas, caramelos, gelatina, helados o similares), sopa y
zumos. Cuando se preparan dichas formas, el péptido de la presente invencién o su derivados, o sus sales, puede
combinarse de modo apropiado mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, dependiendo de
las propiedades del producto alimentario de interés.

El pienso no se limita de modo especifico, puesto que el pienso puede utilizarse en cualquier forma.

La composicién de la presente invencion puede utilizarse para potenciar la produccion de al menos un
miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico en una célula, que emplea la
capacidad del péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, para potenciar la produccion de
colageno y/o acido hialurénico en una célula.

La presente descripcién comtempla ademas un procedimiento para potenciar la produccion de al menos un
miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico en una célula, que se caracteriza
porque se emplea el péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, o la composicion mencionada
anteriormente.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2357114 T3

En el procedimiento de la presente descripcion, el péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus
sales, o la composicién mencionada anteriormente puede utilizarse en una cantidad eficaz 0 mas para obtener el
efecto potenciador para la produccién de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y
acido hialurénico.

De modo especifico, la cantidad del péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales,
utilizado en el procedimiento de la presente descripcién es normalmente, en el caso de un agente para la aplicacion
externa, preferiblemente de aproximadamente 0,1 ug a 2 g/diarios por adulto que pese aproximadamente 50 kg. La
cantidad utilizada en el caso de un agente para la aplicacién interna normalmente es preferiblemente de
aproximadamente 0,001 mg a 10.000 mg/diarios, mas preferiblemente de aproximadamente 1 a 1.000 mg/diarios,
aln mas preferiblemente de aproximadamente 1 a 100 mg/diarios, por adulto que pese aproximadamente 50 kg.

El procedimiento de la presente descripcion puede comprender también la etapa de aplicar el péptido
mencionado anteriormente o su derivado, o0 sus sales, o la composicion mencionada anteriormente a la piel. La
cantidad del péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, aplicada a la piel en este caso es
preferiblemente de aproximadamente 1 ng a 500 pg/cm?, mas preferiblemente de aproximadamente 0,01 a 50
ug/sz, aun mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 10 ug/cmz.

La presente descripcion contempla ademas el uso del péptido mencionado anteriormente o su derivado, o
sus sales, para la fabricacidbn de una composicién para potenciar la produccion de al menos un miembro
seleccionado del grupo que consiste en coldgeno y &cido hialurénico en una célula, preferiblemente una
composicion que puede utilizarse como un agente para la aplicacion externa.

El péptido mencionado anteriormente o su derivado, o sus sales, puede utilizarse de forma que tenga el
contendio mencionado anteriormente en la composicion.

La presente descripcion contempla ademas un polinucleétido que se caracteriza porque el polinucle6tido
consiste en una secuencia de nucledtidos que codifica el péptido mencionado anteriormente.

El polinucledtido de la presente descripcién no se limita de modo especifico, con la condicién de que el
polinucleétido codifique el péptido mencionado anteriormente. Por ejemplo, con respecto a un polinucleétido que
codifigue LEHA, cualquier secuencia que sea obvio que codifique LEHA segun la tabla del cédigo genético puede
utilizarse de modo apropiado dependiendo de la utilizacion de los codones. Preferiblemente, el polinucleétido se
ejemplifica mediante las siguientes secuencias:

TTG GAA CAT GCG (SEQ ID NO:2)
TTG GAA CAT GCA (SEQ ID NO:3)
CTT GAA CAC GCG (SEQ ID NO:4)
CTG GAG CAC GCA (SEQ ID NO:5)

El polinucledtido de la presente descripcion puede prepararse mediante procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el polinucleétido puede prepararse utilizando un sintetizador de ADN disponible en el mercado
(por ejemplo, el sintetizador de ADN Applied Biosystems 3400, fabricado por Applied Biosystems).

Utilizando un polinucledtido obtenido como se describié anteriormente, puede prepararse un plasmido o un
vector de expresién descrito a continuacion.

La presente descripcion contempla ademas un polinucleétido que se caracteriza porque el polinucleétido
consiste en una secuencia antisentido con respecto a una secuencia de nucledtidos que codifica el péptido
mencionado anteriormente.

Este polinucledtido también puede prepararse de la misma manera que se describié anteriormente.

El polinucledtido de la presente descripcion puede utilizarse para expresar el péptido mencionado
anteriormente mediante modificacion genética, o en terapia génica, o0 como un reactivo para ayudar a comprender
trastornos fisiolégicos asociados con el colageno o con el &cido hialurénico.

Ademas, utilizando dicho polinucleétido, puede prepararse un plasmido o un vector de expresion de la
presente descripcion descritos a continuacion.

La presente descripcién contempla ademas un plasmido que se caracteriza porque el plasmido contiene el
polinucleétido mencionado anteriormente.
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El plasmido de la presente descripcion puede prepararse incorporando el polinucleétido de la presente
invencion en un plasmido conocido que incluye, pero no se limita de modo especifico a, por ejemplo, un plasmido
pBR o un plasmido pUC, utilizando una técnica general para experimentos de biologia molecular.

La presente descripcion contempla ademas un vector de expresiéon que se caracteriza porque el vector de
expresion contiene el polinucledtido de la presente descripcion.

El vector de expresién de la presente descripcién puede prepararse incorporando el polinucleétido de la
presente descripcién en un vector conocido que incluye, pero no se limita de modo especifico a, por ejemplo,
pcDNA3, pSD64, o el vector del fago A, utilizando una técnica general para experimentos de biologia molecular de
modo que el polinucleétido pueda expresarse.

Utilizando el plasmido o un vector de expresion obtenido como se describié anteriormente, puede
prepararse un transformante descrito a continuacion.

La presente descripcion contempla ademas un transformante que se caracteriza porque el tranformante
contiene el polinucle6tido mencionado anteriormente.

El transformante de la presente descripcion puede obtenerse introduciendo el plasmido o el vector de
expresion mencionados anteriormente en un hospedante deseado, incorporando directamente el polinucleétido
mencionado anteriormente en un cromosoma del hospedante. El hospedante es, por ejemplo, E. coli, levaduras,
células de insecto o células animales. Como procedimiento para introducir el vector de expresion en el hospedante
puede utilizarse un procedimiento conocido, como por ejemplo el procedimiento de tratamiento con calcio, el
procedimiento de protoplastos, el procedimiento de electroporacion, o el procedimiento de DEAE dextrano.

El péptido mencionado anteriormente también puede obtenerse cultivando el transformante obtenido como
se describio anteriormente bajo condiciones apropiadas para expresar el péptido mencionado anteriormente y
purificando el péptido.

EJEMPLOS

La presente invencion se describira a continuacion basandose en ejemplos, ejemplos comparativos y
ejemplos de referencia.

Ejemplo de referencia 1 - Preparacion de LEH

1) Sintesis del péptido

Se sintetiz6 un péptido mediante el procedimiento de la sintesis en fase sdlida con el procedimiento de
Fmoc utilizando un sintetizador de péptidos automatico (fabricado por SHIMADZU CORPORATION: PSSM8). El
procedimiento especifico fue el siguiente: en primer lugar, el C-terminal de Fmoc-His(1-Trt)-OH se uni6 a una resina
para la sintesis en fase solida, y después el grupo protector (Fmoc) se retir6 mediante un tratamiento con
piperidina. Después la resina se neutralizé y se lavo, y se introdujo Fmoc-Glu(OtBu)-OH en el N-terminal de His.
Luego se retiré el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina, y esta resina se neutralizé y se
lavé de nuevo. Después se introdujo Fmoc-Leu-OH en el N-terminal de Glu. Después se retir6 el grupo protector
(Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina, y se corté y escindi6 una cadena peptidica de esta resina. La
desproteccion se realizd cortando y escindiendo el grupo Trt de His y el grupo tBu de Glu con TFA (acido
trifluoroacético). Por Ultimo, la purificacién se realizé eliminando las sustancias sin reaccionar mediante HPLC
preparativa, para producir LEH.

2) Ensayo de pureza para el péptido sintético

El producto purificado resultante se sometié a una cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa
para su andlisis [columna: pBondasphere 5 p C18-100 A (diametro interno: 3,9 mm, longitud: 150 mm), fabricada
por Waters Corporation; fase movil: gradiente de disolvente A que contiene acido trifluoroacético al 0,1% y
disolvente B que contiene acido trifluoroacético al 0,1% y acetonitrilo al 90% desde el minuto O (disolvente B = 7%)
al minuto 20 (disolvente B = 12%); caudal: 1 ml/min; procedimiento de deteccion: absorbancia a una longitud de
onda de 220 nm]. Aparecio un Unico pico puntiagudo en el minuto 13,1, y la pureza fue de 99%.

Ejemplo 1 - Preparacion de LEHA

El péptido LEHA se sintetizd y se purifico de la misma manera que en el procedimiento descrito en el
ejemplo de referencia 1. El producto purificado resultante se sometié a una cromatografia liquida de alta resolucion
en fase inversa para su anélisis [columna: uBondasphere 5 u C18-100 A (diametro interno: 3,9 mm, longitud: 150
mm), fabricada por Waters Corporation; fase moévil: gradiente de disolvente A que contiene acido trifluoroacético al
0,1% y disolvente B que contiene acido trifluoroacético al 0,1% y acetonitrilo al 90% desde el minuto 0 (disolvente B
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= 12%) al minuto 20 (disolvente B = 17%); caudal: 1 ml/min; procedimiento de deteccion: absorbancia a una
longitud de onda de 220 nm]. Aparecio un unico pico puntiagudo en el minuto 12,8, y la pureza fue de 99%.

Ejemplo 2 - Ensayo para la produccién de colageno en fibroblastos de la piel utilizando LEH y LEHA

Se cultivaron fibroblastos derivados de piel humana normal (CRL-1836; ATCC) en una placa de cultivo de
48 pocillos. De modo mas especifico, las células se cultivaron en una placa a una densidad de 12.500 células/cm?,
y se cultivaron a 37 °C durante aproximadamente 72 horas en una atmosfera de diéxido de carbono gaseoso al 5%
y aire al 95%. Como disolucién de cultivo se utilizd6 medio de Eagle modificado de Dulbecco (D-MEM) que contenia
suero bovino fetal (FBS) a una concentracion del 10% en peso, en una cantidad de 500 pl por pocillo. Cuando las
células alcanzan el estado confluente se retiré la disolucion de cultivo y se afiadié un medio preparado afiadiendo
LEH o LEHA sintetizado en el ejemplo de referencia 1 o en el ejemplo 1 al D-MEM a una concentracion de 10 ug/ml,
en una cantidad de 500 ul por pocillo. Aqui se utilizaron como control células a las cuales se les afiadié un medio
sin el péptido afiadido, en una cantidad de 500 ul por pocillo. Después de 72 horas de cultivo se recogio la
disolucién de cultivo y se cuantificéd la concentracion de colageno de tipo | en la disolucién de cultivo recogida
mediante un ensayo inmunoabsorbente de enzimas ligados (kit de EIA anti-péptido C de procoldgeno humano de
tipo I; fabricado por TAKARA BIO INC.). Basandose en los resultados de la cuantificacion, se calcul6 la cantidad de
colageno de tipo | en la disolucion de cultivo a la cual se afiadio el péptido, definiéndose la cantidad de colageno de
tipo | en la disolucion de cultivo control como 100%. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3
Péptido Concentracion de péptido (ug/ml) Cantidad de produccién de
colageno (%)
Control 0 100
LEH 10 132,2
LEHA 10 137,5

Tal como se muestra en la tabla 3, se descubrié que la cantidad de produccion de colageno en los
fibroblastos derivados de piel humana normal aumenté significativamente cultivando las células en cada una de las
disoluciones de cultivo a las cuales se les hubo afiadido un péptido.

Ejemplo 3 - Ensayo de toxicidad utilizando LEH y LEHA

Se afiadieron 250 microlitros de D-MEM a las células después de recoger la disolucién de cultivo en el
ejemplo 2, y después se conté el nimero de células viables con el kit de recuento de células-8 (fabricado por
DOJINDO LABORATORIES). Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4
Péptido Concentracion de péptido (ug/ml) Numero de células viables (células)
Control 0 2,8x10"
LEH 10 2,8 x 10"
LEHA 10 2,9 x 10"

Tal como se muestra en la tabla 4, no se observo una disminucién significativa en el nimero de células

viables cultivando las células en cada una de las disoluciones de cultivo a las cuales se les hubo afiadido un
péptido.

Ejemplo 4 - Preparacion de los péptidos LEH y LEHA a partir de proteina de soja

1) Degradacion con proteasas de la proteina de soja

Se dispersé 1 g de polvo de soja descascarillada en 40 ml de agua destilada, y el pH de la dispersion se
ajusto a 8,5 con NaOH 0,1 N. Se afiadieron 50 miligramos de termolisina (derivada de Bacillus thermoproteolyticus,
nombre comercial: THERMOASE PC10F, fabricada por DAIWA KASEI K.K.), y la degradacién se realiz6 a 60 °C
durante 15 horas. Después de la reaccion, la termolisina se desactivé hirviendo la dispersiéon a 100 °C durante 10
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minutos. Después de dejar enfriar la dispersion, se afiadio 1 g de adyuvante de filtro (nombre comercial: Radiolight
500, fabricado por SHOWA CHEMICAL INDUSTRY CO., LTD) y la mezcla se agit6. Después se realiz6 una
filtracion.

2) Recogida del péptido bruto

El filtrado obtenido como se describié anteriormente se hizo pasar a través de una columna de 150 ml
cargada con una resina de intercambio i6nico de acidos fuertes (nombre comercial: Dowex 50W X 2, forma H+,
malla 50-100, fabricada por The Dow Chemical Company), y la columna se lavé con agua desionizada con 5 veces
el volumen de la columna, para eliminar los componentes no peptidicos. Los componentes adsorbidos sobre la
columna se eluyeron haciendo pasar una disolucion de amoniaco 2 M a través de la columna, y se recogi6é una
fraccion peptidica. EI amoniaco se eliminé mediante destilacién con un evaporador, y la fraccion se volvié a
concentrar y se secé hasta que solidifico. El producto seco se disolvié afiadiendo 5 ml de agua, y las sustancias no
disueltas se retiraron realizando una centrifugacion (10,000 rpm, 30 minutos). Se cuantificd el péptido en la
disolucién con un kit de analisis (nombre comercial: kit de ensayo QuantiPro BCA, SIGMA). Como resultado, se
confirmo que se habian recogido 140 mg del péptido bruto.

3) Fraccionamiento del peso molecular

Una columna de filtracién en gel (¢ 2,6 x 100 cm) cargada con Sephadex G-25 (de tipo medio, fabricado
por Amersham Biosciences) se equilibré6 con tampdén fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0), y se aplicaron 140 mg del
péptido bruto obtenido como se describi6é anteriormente. La elucién se realizdé con un caudal de 1,0 ml/min, y con
deteccion a 280 nm, y se recogid una fraccidon que tenia un peso molecular de 1.000 o menor. La fraccion obtenida
mediante la recoleccion se desmineralizé y se concentrd hasta un volumen de 2 ml.

4) Separacién mediante una resina de intercambio i6nico de acidos fuertes

Una columna de 20 ml cargada con una resina de intercambio iénico de &cidos fuerte (nombre comercial:
SP Sephadex C-25, forma H+, fabricada por Amersham Biosciences) se equilibr6 con agua desionizada, y se
aplicaron 2,0 ml de la fracciéon concentrada que tenia un peso molecular de 1.000 o menor obtenida como se
describié anteriormente. La columna se lavo con agua desionizada con 5 veces el volumen de la columna, y se
eluy6 un componente con un gradiente lineal de una disolucién acuosa de cloruro de sodio de 0 a 0,256 M. El eluido
se recogié mediante un recolector de fracciones en una cantidad de 2,0 ml para cada fraccién. En el cromatograma
resultante se detectaron seis picos principales. Estos seis picos principales recogidos fueron, especificamente, 14
ml de una fraccion eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,026 a 0,062 M (en lo sucesivo SP [1]), 12
ml de una fraccion eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,062 a 0,092 M (en lo sucesivo SP [2]), 8 ml
de una fraccion eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,092 a 0,113 M (en lo sucesivo SP [3]), 22 ml
de una fraccion eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,113 a 0,168 M (en lo sucesivo SP [4]), 14 ml
de una fraccidn eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,20 a 0,23 M (en lo sucesivo SP [5]), y 16 ml de
una fracciéon eluida con cloruro de sodio a una concentracion de 0,256 o mayor (en lo sucesivo SP [6]),
respectivamente.

5) Andlisis de HPLC

Después de una desmineralizacién, SP [1] a SP [6] obtenidas como se describié anteriormente se
sometieron a un analisis de HPLC bajo las siguientes condiciones:

Columna: Inertsil ODS-2, ¢ 4,6 x 250 mm, 5 um (GL Science Inc.)
Deteccion: 214 nm
Caudal: 1,0 ml/min
Condiciones de separacion:
- disolvente (a): una disolucidn que contiene &cido trifluoroacético al 0,05%
- disolvente (b): una disolucién que contiene acido trifluoroacético al 0,05% y acetonitrilo al 20%

Después del equilibrio de la columna con disolvente (a) al 100% se realizé la elucién con un gradiente
lineal, de forma que el disolvente (b) estaria al 100% en el minuto 60.

Volumen de inyeccion: 20 ul

Temperatura de la columna: temperatura ambiente
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Utilizando como patrones Leu-Glu-His y Leu-Glu-His-Ala preparados mediante sintesis quimica, el tiempo
de elucion de la fraccién se comparé con el de estos patrones. Como resultado, la Unica fraccién en que se detectd
un pico en el mismo tiempo de elucién que los patrones fue SP [5], y no se observaron mas picos significativos en
el mismo tiempo de elucién que los patrones en otras fracciones que no fueran SP [5].

6) Andlisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal

Se dispensaron dos picos en SP [5] detectados en el mismo momento de elucion que los patrones, y el
andlisis se realiz6 con un analizador de secuencias de aminoacidos N-terminales (sistemas de secuenciacion de
proteinas Procise 494 HT, Applied Biosystems). Como resultado, se confirmé que estos dos picos se correspondian
con Leu-Glu-His y Leu-Glu-His-Ala.

7) Cuantificacion

Un calculo a partir de los resultados del andlisis de HPLC descubrié que cuando 1 g de polvo de soja
descascarillada se trataba con termolisina se generaban 30,1 ug de Leu-Glu-His y 20,1 ug de Leu-Glu-His-Ala.

Ejemplo 5 - Ensayo para la produccién de colageno en fibroblastos de la piel utilizando LEH y LEHA derivados de
proteina de soja

Se estudid el efecto potenciador de la produccién de colageno en fibroblastos de la piel de la misma
manera que en el ejemplo 2, excepto que el péptido contenido en la fraccion SP [5] obtenido en el ejemplo 4 se
ajustd para que tuviese una concentracion de 10 ug/ml y se emple6 en lugar de LEH y LEHA sintetizados. Los
resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5
Péptido Concentracion de péptido (ug/ml) Cantidad de produccion de
colageno (%)
Control 0 100
SP [5] 10 177

Tal como se muestra en la tabla 5, se descubrié que la cantidad de produccién de colageno en los
fibroblastos derivados de piel humana normal aumento significativamente cultivando las células en una disolucion
de cultivo a la cual se le hubo afiadido SP [5].

Ejemplo 6 - Ensayo de toxicidad utilizando LEH y LEHA derivados de proteina de soja

Para las células después de recoger la disolucion de cultivo en el ejemplo 5 se contd el nimero de células
viables de la misma manera que en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6
Péptido Concentracion de péptido (ug/ml) NuUmero de células viables (células)
Control 0 2,2 x 10"
SP [5] 10 2,2 x10"

Tal como se muestra en la tabla 6, no se observé una disminucién significativa en el numero de células
viables cultivando las células en una disolucion de cultivo a la cual se le hubo afiadido SP [5].

También se descubre un efecto potenciador de la produccion de colageno similar al que muestran los
péptidos LEH y LEHA sintetizados en el caso en que se realiza un ensayo para la produccion de colageno de la
misma manera que se describid anteriormente utilizando péptidos LEH y LEHA preparados a partir de proteina de
soja como se describe en el ejemplo 4. Ademas, no se descubrié una disminucion significativa en el nimero de
células viables cuando se realiza un ensayo de toxicidad como se describidé anteriormente utilizando los péptidos
LEH y LEHA preparados a partir de proteina de soja.

14




10

15

20

25

30

35

ES 2357114 T3

Ejemplo 7 - Preparacién de LEHA acetilada en el N-terminal

Se preparé un derivado acetilado en el N-terminal del péptido LEHA siguiendo el procedimiento de sintesis
en fase soélida mediante el procedimiento de Fmoc (L.A. Carpino, G.Y. Han, J. Am. Chem. Soc., 92, 5748 (1970)).
En primer lugar, el C-terminal de Fmoc-Ala-OH se uni6é a una resina para la sintesis en fase sélida, y después se
retird el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina. Después, esta resina se neutraliz6 y se
lavé, y se introdujo Fmoc-His(1-Trt)-OH en el N-terminal de Ala. Luego se retird el grupo protector (Fmoc) mediante
un tratamiento con piperidina, y esta resina se neutralizé y se volvio a lavar. Después se introdujo Fmoc-Glu(OtBu)-
OH en el N-terminal de His. Después se retir6 el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina.
Después la resina se neutralizé y se lavé, y se introdujo N-acetil-leucina en el N-terminal de Glu. Se corté y escindié
una cadena peptidica de esta resina y se realiz6 la desproteccién escindiendo el grupo Trt de His y el grupo tBu de
Glu con TFA (acido trifluoroacético). Por Gltimo, se realizé una purificacion retirando las sustancias sin reaccionar
mediante HPLC preparativa, para producir LEHA cuyo N-terminal esta acetilado. La pureza del producto purificado
resultante fue de 96,8%.

Ejemplo 8 - Preparacién de LEHA amidada en el C-terminal

Se prepar6 un derivado amidado en el C-terminal del péptido LEHA siguiendo el procedimiento de sintesis
en fase soélida mediante el procedimiento de Fmoc (L.A. Carpino, G.Y. Han, J. Am. Chem. Soc., 92, 5748 (1970)).
En primer lugar, el C-terminal de Fmoc-Ala-OH se unié a una resina de 4-metilbenzhidrilamina, y después se retird
el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina. Después, esta resina se neutralizd y se lavd, y se
introdujo Fmoc-His(1-Trt)-OH en el N-terminal de Ala. Luego se retir6 el grupo protector (Fmoc) mediante un
tratamiento con piperidina, y esta resina se neutralizd y se volvio a lavar. Después se introdujo Fmoc-Glu(OtBu)-OH
en el N-terminal de His. Después se retir6 el grupo protector (Fmoc) mediante un tratamiento con piperidina.
Después la resina se neutralizo y se lavo, y se introdujo Fmoc-Leu-OH en el N-terminal de Glu. Se cort6 y escindio
una cadena peptidica de esta resina y se realiz6 la desproteccién escindiendo el grupo Trt de His y el grupo tBu de
Glu con TFA (&cido trifluoroacético). Por Gltimo, se realizé una purificacion retirando las sustancias sin reaccionar
mediante HPLC preparativa, para producir LEHA cuyo C-terminal estd amidado. La pureza del producto purificado
resultante fue de 94,0%.

Ejemplo 9 - Ensayo para la produccion de colageno en fibroblastos de la piel utilizando derivados de péptidos

Se estudio el efecto potenciador de la produccion de coldgeno en fibroblastos de la piel de la misma
manera que en el ejemplo 2, excepto que se utilizaron LEHA acetilado en el N-terminal y LEHA amidado en el C-
terminal preparados en los ejemplos 7 y 8, en lugar de LEH y LEHA sintetizados en el ejemplo de referencia 1y en
el ejemplo 1. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7
Péptido Concentracion de péptido Cantidad de produccién de
(ng/ml) colageno (%)
Control 0 100
LEHA acetilado en el N-terminal 10 124
LEHA amidado en el C-terminal 10 121

Tal como se muestra en la tabla 7, se descubrié que la cantidad de produccion de colageno aumento
significativamente en los fibroblastos derivados de piel humana normal cultivando las células en cada una de las
disoluciones de cultivo a las cuales se les hubo afiadido un derivado de péptido.

Ejemplo 10 - Ensayo de toxicidad utilizando un derivado de péptido

Para las células después de recoger la disolucion de cultivo en el ejemplo 9 se contd el nimero de células
viables de la misma manera que en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8
Péptido Concentracion de péptido Numero de células viables
(ng/ml) (células)
Control 0 2,6 x 10*
LEHA acetilado en el N-terminal 10 2,8 x 10*
LEHA amidado en el C-terminal 10 2,6 x10*

Tal como se muestra en la tabla 8, no se observé una disminucion significativa en el nUmero de células
viables cultivando las células en cada una de las disoluciones de cultivo a las cuales se les hubo afiadido un
derivado de péptido.

Ejemplo 11 - Ensayo para la produccion de acido hialurénico en gueratinocitos epidérmicos de la piel

Se cultivaron queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK, fabricados por KURABO
INDUSTRIES LTD.) en una placa de cultivo de 48 pocillos. De modo mas especifico, las células se cultivaron en
una placa a una densidad de 25.000 células/cm?, y se cultivaron a 37 °C durante aproximadamente 72 horas en una
atmosfera de didxido de carbono gaseoso al 5% y aire al 95%. Como disolucién de cultivo se utilizé HuMedia KG-2
(fabricado por KURABO INDUSTRIES LTD.), en una cantidad de 400 pl por pocillo. La disolucion de cultivo se retiré
después de 72 horas de cultivo, y se afladi6 medio HuMedia KG-2 al cual se le habia afiadido LEHA sintetizado
como se describié en el ejemplo 1 a una concentracion de 100 6 300 pg/ml, en una cantidad de 400 pl por pocillo.
Aqui se utilizaron como control células a las cuales se les habia afiadido HuMedia KG-2 sin LEHA, en una cantidad
de 400 pl. Después de 72 horas mas de cultivo se recogid la disolucion de cultivo y se cuantifico la concentracion
de acido hialurénico en la disolucién de cultivo recogida mediante un ensayo inmunoabsorbente de enzimas ligados
(kit de determinaciéon de acido hialuronico; fabricado por Seikagaku Corporation). Basandose en los resultados de la
cuantificacion, se calcul6 la cantidad de &cido hialurénico en la disolucion de cultivo a la cual se afiadi6 LEHA,
definiéndose la cantidad de &cido hialurénico en la disolucion de cultivo control como 100%. Los resultados se
muestran en la tabla 9.

Tabla 9
Péptido Concentracion de péptido (ug/ml) Cantidad de produccién de acido
hialurénico (%)
Control 0 100
LEHA 100 154
300 193,3

Tal como se muestra en la tabla 9, se descubrié que la cantidad de produccién de acido hialurénico en los
gueratinocitos epidérmicos humanos normales aumento significativamente cultivando las células en cada una de las
disoluciones de cultivo a las cuales se les hubo afiadido LEHA. De forma sorprendente, cuando se utilizé LEHA a
una concentracion de 300 ug/ml, se produce un efecto de potenciacién extraordinariamente grande del acido
hialurénico, en el que se produce el acido hialurénico en una cantidad que es aproximadamente 200% comparada
con la que se encuentra en el control.

Ejemplo de referencia 2 - Preparacion de LEKA

El péptido LEKA se preparé de la misma manera que en el procedimiento descrito en el ejemplo de
referencia 1. Después se realizd una purificacion retirando las sustancias sin reaccionar mediante HPLC
preparativa, para producir LEKA.

Ejemplo de referencia 3 - Ensayo para la produccién de colageno en fibroblastos de la piel utilizando LEKA

Se estudi6 el efecto potenciador de la produccidon de colageno en fibroblastos de la piel de la misma
manera que en el ejemplo 2, excepto que se utilizé el péptido LEKA sintetizado como se describi6é anteriormente, en
lugar de LEH y LEHA sintetizados en el ejemplo de referencia 1 y en el ejemplo 1. Los resultados se muestran en la
tabla 10.
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Tabla 10
Péptido Concentracion de péptido Cantidad de produccién de
(ng/ml) colageno (%)
Control 0 100
LEKA 10 112,2

Tal como se muestra en la tabla 10, se descubri6 que la cantidad de produccion de colageno en los
fibroblastos derivados de piel humana normal aumenté cultivando las células en la disolucién de cultivo a la cual se

le hubo afiadido el péptido LEKA.

Ejemplo de referencia 4 - Ensayo de toxicidad utilizando LEKA

Para las células después de recoger la disolucion de cultivo en el ejemplo de referencia 3 se contd el
namero de células viables de la misma manera que en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 11
Péptido Concentracion de péptido Numero de células viables
(ng/ml) (células)
Control 0 2,9 x 10*
LEKA 10 3,6 x 10°*

Tal como se muestra en la tabla 11, no se observé una disminucion en el nimero de células viables
cultivando las células en la disolucidn de cultivo a la cual se le hubo afiadido el péptido LEKA.

Ejemplo 12 - Preparaciéon de LDHA

El péptido LDHA se sintetizd de la misma manera que en el procedimiento descrito en el ejemplo de
referencia 1. Después se realizé una purificacion retirando las sustancias sin reaccionar mediante HPLC

preparativa, para producir LDHA.

Ejemplo 13 - Ensayo para la produccién de colageno en fibroblastos de la piel utilizando LDHA

Se estudio el efecto potenciador de la produccion de coldgeno en fibroblastos de la piel de la misma
manera que en el ejemplo 2, excepto que se utilizd el péptido LDHA sintetizado como se describié anteriormente,
en una cantidad de 1 pg/ml, en lugar de utilizar LEH y LEHA sintetizados en el ejemplo de referencia 1 y en el

ejemplo 1, en una cantidad de 10 ug/ml. Los resultados se muestran en la tabla 12.

Tabla 12
Péptido Concentracion de péptido Cantidad de produccién de
(ng/ml) colageno (%)
Control 0 100
LDHA 1 130,5

Tal como se muestra en la tabla 12, se descubrid que la cantidad de produccion de colageno en los
fibroblastos derivados de piel humana normal aument6 cultivando las células en la disolucion de cultivo a la cual se

le hubo afiadido el péptido LDHA.

Ejemplo 14 - Ensayo de toxicidad utilizando LDHA

Para las células después de recoger la disolucion de cultivo en el ejemplo 13 se contd el nimero de
células viables de la misma manera que en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13
Péptido Concentracion de péptido Numero de células viables
(ng/ml) (células)
Control 0 3,1x10"
LDHA 1 3,3x10°

Tal como se muestra en la tabla 13, no se observé una disminucién en el nimero de células viables
cultivando las células en la disolucion de cultivo a la cual se le hubo afiadido el péptido LDHA.

Ejemplo 15 - Preparacion de LEHAF

5 El péptido LEHAF se sintetiz6 de la misma manera que en el procedimiento descrito en el ejemplo de
referencia 1. Después se realiz6 una purificacion retirando las sustancias sin reaccionar mediante HPLC
preparativa, para producir LEHAF.

Ejemplo 16 - Ensayo para la produccién de colageno en fibroblastos de la piel utilizando LEHAF

Se estudio el efecto potenciador de la produccién de colageno en fibroblastos de la piel de la misma
10 manera que en el ejemplo 2, excepto que se utilizé LEHAF sintetizado como se describié anteriormente, en una
concentracion de 1 6 3 pg/ml, en lugar de utilizar LEH y LEHA sintetizados en el ejemplo de referencia 1y en el

ejemplo 1, en una cantidad de 10 ug/ml. Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14
Péptido Concentracion de péptido Cantidad de produccién de
(ng/ml) colageno (%)
Control 0 100
LEHAF 1 119,2
LEHAF 3 121,0
15 Tal como se muestra en la tabla 14, se descubrié que la cantidad de produccion de colageno en los

fibroblastos derivados de piel humana normal aument6 cultivando las células en la disolucion de cultivo a la cual se

le hubo afiadido el péptido LEHAF.

Ejemplo 17 - Ensayo de toxicidad utilizando LEHAF

Para las células después de recoger la disolucion de cultivo en el ejemplo 16 se contd el nimero de

20 células viables de la misma manera que en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 15.
Tabla 15
Péptido Concentracion de péptido NuUmero de células viables
(ug/ml) (células)
Control 0 3,0x10°
LEHAF 1 3,0x10°
LEHAF 3 3,0x10°

Tal como se muestra en la tabla 15, no se observo una disminucion significativa en el nimero de células
viables cultivando las células en la disolucion de cultivo a la cual se le hubo afiadido el péptido LEHAF.
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Ensayo 18 - Ensayo para el efecto antiarrugas utilizando ratones sin pelo

Se ensay0 el efecto preventivo contra la generacion de arrugas mediante luz ultravioleta utilizando ratones
sin pelo mediante un ensayo de aplicacion del péptido. En otras palabras, se separan ratones sin pelo macho de 5
semanas de vida en 3 grupos (8 ratones/grupo) y los ratones se irradian con luz ultravioleta UVB tres veces
semanales durante un periodo de tres semanas (a una densidad de 90 mJ/cm? la primera semana, de 120 mJ/cm?
la segunda semana, y de 150 md/icm? la tercera semana). Se aplican 50 microlitros de disolucion de ensayo que
contenia cada péptido de ensayo o similar en la espalda de los ratones sin pelo en cada grupo tres veces diarias,
durante las tres semanas. Después de 24 dias desde la primera irradiacion con luz ultravioleta se punttan las
arrugas de modo visual en siete grados (tabla 16) para evaluar el efecto preventivo contra la generacién de arrugas.
Basandose en este ensayo para el efecto antiarrugas, se descubrié un gran efecto preventivo contra la generacion
de arrugas en el grupo al cual se le aplic6 la disolucién de ensayo que contenia el péptido de la presente invencion.

Tabla 16: Puntuacion para la observacion visual de arrugas, haciendo referencia a la puntacion de arrugas que
aparece en Photodermatol. Photoimmunol. Photomed., 7, 153-158, 1990

0,0 No se observan estrias en la piel notables en la piel de la espalda

0,5 Se observan estrias en la piel notables en parte de la piel de la espalda

1,0 Se observan estrias en la piel notables por toda la piel de la espalda

15 Con respecto a las estrias en la piel que estan por toda la piel de la espalda, las estrias en la piel

transversales son méas profundas que las estrias en la piel longitudinales

2,0 Con respecto a las estrias en la piel que estan por toda la piel de la espalda, las estrias en la piel
transversales son ain mas profundas que las estrias en la piel longitudinales

2,5 Se observan arrugas por toda la piel de la espalda

3,0 Se observan arrugas profundas por toda la piel de la espalda

TEXTO LIBRE DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 en el listado de secuencias es un péptido de la presente invencion.
SEQ ID NO:2 en el listado de secuencias es un ADN que codifica un péptido LEHA.
SEQ ID NO:3 en el listado de secuencias es un ADN que codifica un péptido LEHA.
SEQ ID NO:4 en el listado de secuencias es un ADN que codifica un péptido LEHA.
SEQ ID NO:5 en el listado de secuencias es un ADN que codifica un péptido LEHA.
SEQ ID NO:18 en el listado de secuencias es un péptido de la presente invencion.
SEQ ID NO:19 en el listado de secuencias es un péptido de la presente invencion.

SEQ ID NO:20 en el listado de secuencias es un péptido de la presente invencion.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ROHTO PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<120> Nuevo péptido
<130> 06-009-PCTEP
<150> documento JP 2005-081899
<151> 22-03-2005
<150> documento JP 2005-308356
<151> 24-10-2005
<160> 20
<170> Patentin version 3.3
<210>1
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> el péptido de la presente invencion

ll.eu Glu His Ala

<400> 1
<210> 2
<211> 12
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN que codifica el péptido LEHA
<400> 2
ttggaacatg cg
<210>3
<211> 12
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN que codifica el péptido LEHA
<400> 3

ttggaacatg ca

20
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<210> 4
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN que codifica el péptido LEHA
<400> 4
cttgaacacg cg 12
<210>5
<211> 12
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN que codifica el péptido LEHA
<400> 5
ctggagcacg ca 12
<210> 6
<211> 14
<212> PRT

<213> Daucus carota

<400> 6
Il.eu Pro Ser Arg .:su Leu Glu His Ala SEr Ser Tyr Thr Pro
1
<210> 7
<211> 14
<212> PRT

<213> Lycopersicon esculentum

<400> 7
Ile Phe Gly Ser Pro Leu Glu His Ala Arg Gln Leu Trp Fro
1 5 ' 10

<210>8 .

<211> 14

<212> PRT

<213> Solanum tuberosum
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<400> 8

'I;al Val Arg Cys l.'slr: Leu Glu His Ala Ha Ser Val Ala Lys

<210>9
<211> 14
<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400>9
Val Val Arg Cys Cys Leu Glu His Ala .&éa Ser Val Ala Lys
1 5 1

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Glycine max

<400> 10

ll'hu Ala Pro Glu Ehu Leu Glu His Ala Il’l&a Val Val Asp Arg

<210> 11
<211> 14
<212> PRT

<213> Phaseolus vulgaris

<400> 11
Eilu val Glu Val Eln Leu Glu His Ala Leu Ser Met Gin Glu
10
<210> 12
<211> 14
<212> PRT

<213> Manihot esculenta

<400> 12
Pro GIn Val Glu 1le Leu Glu His Ala Ala Leu Gly Val Phe
1 5 10

<210> 13

<211> 14

22



10

15

20

ES 2357114 T3

<212> PRT
<213> Prunus persica

<400> 13

Thr Gly Ser Tep The Leu Glu His Ala %E: Leu Lys Ala Arg
l 5

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

<213> Fragaria x ananassa

<400> 14
Glu 1le Ala Asn Ala Leu Glu His Ala Giy His Arg Phe Leu
I 5 10

<210> 15

<211> 14

<212> PRT

<213> Strongylocentrotus purpuratus

<400> 15

Val Ala lle Asn {sily Leu Glu His Ala tl.ll:'li Trp Trp Glu Gln
1

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> Lethenteron japonicum

<400> 16

Ser Gin Leu Leu 2”: Leu Glu His Ala :‘Iu'w Glu Lys Asn His
1

<210> 17

<211> 14

<212> PRT

<213> Mytilus galloprovincialis

<400> 17
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<210> 18

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> el péptido de la presente invencion

<400> 18

ES 2357114 T3

Leu Glu Lys Ala
]

<210>19

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> el péptido de la presente invencion

<400> 19

Leu Asp His Ala

1
<210> 20
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> el péptido de la presente invencion

<400> 20

Leu Glu His Ala Ehu

24



10

15

20

25

30

ES 2357114 T3

REIVINDICACIONES
1.- Un péptido que se representa mediante la férmula:
Leu-Glu-His-Ala (SEQ ID NO:1)
o0 su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacién, fosforilacién, succinilacién, formaciéon de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracién, sulfonacion, formacion de aldehidos, ciclacion, glicosliacion, monometilacion, dimetilacion, trimetilacién,
guanidilacién, amidinacion, maleilacion, trifluoroacetilacién, carbamilacion, trinitrofenilaciéon, nitrotroponilacion o
acetoacetilacion del péptido.

2.- Un péptido que se representa mediante la férmula:
Leu-Asp-His-Ala (SEQ ID NO:19)
o su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacién, fosforilacion, succinilacién, formacién de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracion, sulfonacion, formacion de aldehidos, ciclacién, glicosliacién, monometilacién, dimetilacion, trimetilacion,
guanidilacién, amidinacion, maleilacion, trifluoroacetilacion, carbamilacion, trinitrofenilacién, nitrotroponilacion o
acetoacetilacion del péptido.

3.- Un péptido que se representa mediante la férmula:
Leu-Glu-His-Ala-Phe (SEQ ID NO:20)
0 su derivado, o sus sales,

en el que el derivado puede obtenerse mediante acetilacion, palmitoilacion, miristilacion, amidacion, acrilacion,
dansilacién, biotinilacién, fosforilacion, succinilacién, formacién de anilidas, benciloxicarbonilacién, formilacion,
nitracion, sulfonacién, formacion de aldehidos, ciclacién, glicosliacién, monometilacién, dimetilacion, trimetilacion,
guanidilacién, amidinacion, maleilacion, trifluoroacetilacion, carbamilacion, ftrinitrofenilacién, nitrotroponilacion o
acetoacetilacion del péptido.

4.- Una composicion que contiene el péptido o su derivado, o una de sus sales, segun se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5.- La composicion segun la reivindicacion 4, en la que la composicion puede utilizarse para potenciar la
produccion de al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en colageno y acido hialurénico en una
célula.

6.- La composicion segun la reivindicacion 4 6 5, en la que la composicién puede utilizarse como agente para
la aplicacion externa.
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