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DESCRIPCION
Péptidos y composiciones medicinales que contienen los mismos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un derivado peptidico que tiene isomerizacion inhibida y alta estabilidad durante la
produccién y almacenamiento de un derivado de PACAP/VIP e in vivo.

Antecedentes de la técnica

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) se denomina un péptido de cerebro-intestinal, que es un tipo de péptido
biolégicamente activo capaz de acelerar el flujo de sanguineo y reducir la presion sanguinea. Este VIP se extrae del
intestino porcino y esta comprendido por 28 restos aminoacidicos (véase, por ejemplo, S. I. Said et al., Science,
U.S.A,, 1970, vol. 169, pag. 1217). Por el contrario, el polipéptido activador de adenilato ciclasa de la hipd&fisis
(PACAP) es un péptido que estd comprendido por 38 restos aminoacidicos que se aislaron del hipotalamo de oveja
y la estructura de los mismos se determind basandose en el sistema de bioensayo para activar adenilato ciclasa en
células de hipdfisis cultivadas. Estan presentes dos tipos de PACAP, es decir, PACAP38 y PACAP27, (véase, por
ejemplo, A. Miyata et al., Biochemical and biophysical research communications, U.S.A. 1989, vol. 164, pag. 567). La
estructura de la secuencia de aminoacidos que consiste en 27 restos aminoacidicos del extremo N-terminal de
PACAP es muy similar a la de VIP. Puesto que la secuencia de aminoacidos de VIP y la de PACAP son similares a
las de secretina, glucagén y similares, se considera que VIP y PACAP son péptidos que pertenecen a la superfamilia
de glucagon-secretina. PACAP y VIP muestran sus actividades bioldgicas mediante receptores de PACAP/VIP.
Tales receptores de PACAP/VIP se distribuyen extensamente a lo largo del cuerpo de un organismo y, por lo tanto,
se ha indicado que PACAP/VIP tienen una diversidad de actividades bioldgicas. Los ejemplos de las mismas
incluyen un efecto antiasmatico (Publicacién de patente JP (Kokai) N° 8-333276 A (1996)), un efecto hipotensor
(Publicaciéon de patente JP (Kokai) N° 63-179894 A (1988)), un efecto restaurador del cabello (Publicacion de
patente JP (Kokai) N° 1-83012 A (1989)), un efecto de aliviar la disfuncion eréctil masculina (Publicacion de patente
JP (Kokai) N° 1-19097 A (1989)), un efecto de mejorar la lubricacion vaginal (Publicacion de patente JP (Kokai) N° 1-
501937 (1989)), un efecto de inhibir el movimiento en el tracto gastrointestinal (Publicacion de patente JP (Kohyo) N°
6-507415 A (1994)), un efecto de aliviar enfermedades neurodegenerativas, hipoxia y habilidades de memoria
reducidas (Publicacion de patente JP (Kokai) N° 7-69919 A (1995)), un efecto de tratamiento de Ulcera cutanea
(Publicacion de patente JP (Kokai) N° 8-40926 A (1996)), aceleracion de la construccion de red neural (Publicacion
de patente JP (Kokai) N° 2001-226284 A) y actividad como un agente para aliviar enfermedades conformacionales
(Onoue S. et al., FEBS Letters, Holanda, 2002, vol. 522, pag. 65-70). Si se tomaran en consideracion tales
actividades biologicas, las aplicaciones médicas de PACAP y VIP pueden ser muy amplias. Sin embargo, los
péptidos biolégicamente activos, tales como PACAP y VIP, son generalmente inestables, se metabolizan
inmediatamente particularmente en el cuerpo de un organismo y, por lo tanto, la duracién de sus efectos es muy
corta. En consecuencia, los presentes inventores crearon un derivado de PACAP/VIP que posee resistencia
enzimatica como una funcién nueva (Publicaciéon de patente JP (Kokai) N° 8-333276 A (1996)). Demostraron que el
derivado de PACAP/VIP tenia excelente estabilidad frente al metabolismo causado por peptidasa in vivo tal como
tripsina (Kashimoto K. et al., Peptide Chemistry, 1996, vol. 1997, pag. 249-252) y dicho derivado tuvo efectos
significativos de prolongacion de los efectos farmacoldgicos empleando los efectos de dilatacion bronquial como un
indicador (Yoshihara, S. et al., Peptides, U.S.A., 1998, vol. 19, pag. 593-597; y Yoshihara, S. et al., British Journal of
Pharmacology, 1997, vol. 121, pag. 1730-1734). Por lo tanto, el derivado de PACAP/VIP de actuacién larga se
consideré muy util para aplicaciones médicas y se considerd que era un probable candidato como un farmaco que
se dirige a las diversas actividades bioldgicas y farmacoldgicas anteriormente mencionadas. Aunque la estabilidad
bioquimica del derivado de PACAP/VIP se confirmd, se descubrid que dicho derivado podria causar problemas
graves con respecto a estabilidad farmacéutica, particularmente con respecto a estabilidad a largo plazo en forma de
solucién. Dicha degradacion drastica da lugar a una profunda preocupacion sobre la actividad reducida de
PACAP/VIP, efectos secundarios inesperados causados por impurezas generadas y similares. Debido a las
actividades biologicas farmacoldgicas de PACAP/VIP, la administracion sencilla de los farmacos que comprenden
los mismos dificilmente es suficiente y, por lo tanto, seria facil deducir que tales farmacos deben administrarse de
forma continua en situaciones clinicas durante un periodo largo de tiempo. Por lo tanto, la generacién de productos
secundarios resultantes de diversos problemas en relacidn con la estabilidad es particularmente un problema grave.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a proporcionar una composicién farmacéutica que comprende un derivado de
PACAP/VIP que es altamente estable y es seguro para su uso clinico.

Los presentes inventores han realizado estudios concentrados en relacién con los factores que contribuyen a la
inestabilidad de PACAP/VIP y un derivado peptidico de los mismos en una solucién. Como resultado, descubrieron
que se producia isomerizacién en algunas secuencias y no era preferible el uso clinico de las mismas como un
principio activo de una composicion farmacéutica. Dicha isomerizacion es peculiar para aminoacidos acidos, tales
como acido aspartico o acido glutamico y sus formas amida, es decir, asparagina y glutamina. Se ha indicado que
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los péptidos y proteinas que comprenden tales aminoacidos son propensos a generar como producto secundario
succinimida o imida de acido glutarico en condiciones acidas o basicas, dependiendo de la estructura de un
aminoacido adyacente (Bodanszky, M. et al., Int J. Pept. Protein. Res, 1978, 12, 69; Nobuo Izumiya et al.,
“Pepuchido Gousei no Kiso a Jikken (Fundamentals and Experiment of Peptide Synthesis),” Maruzen, 71-72). Es
mas probable que esta reaccion secundaria se produzca cuando una cadena lateral de aminoacidos esta protegida
con bencil éster en comparacion con cuando la cadena lateral esté libre. El péptido aspartilo es particularmente
inestable y puede formar imida en condiciones neutras. Un péptido se vuelve inestable particularmente cuando esta
presente glicina, serina, treonina o histidina junto a acido aspartico y asparagina. En el caso de VIP, la secuencia
Asn-Ser en las posiciones 24 y 25 es particularmente propensa a causar isomerizacion. El péptido 4, que es un
derivado de VIP resistente a enzima, provoca isomerizacion similar en la secuencia Asn-Gly en las posiciones 28 y
29 ademas de la secuencia Asn-Ser en las posiciones 24 y 25. De acuerdo con el informe de Kitada et al (Peptide
Chemistry 1990, 1991, 239-244), VIP y su derivado relevante forman faciimente succinimida en la secuencia Asp-
Asn en las posiciones 8 y 9. En el caso de PACAP, la secuencia Asp-Gly en las posiciones 3 y 4 puede formar
succinimida y por lo tanto su estabilidad en una solucién es una preocupacion grave.

Por lo tanto, los presentes inventores se centraron en estas secuencias y han intentado sustituir estas secuencias
con secuencias de aminoacidos mas estables para producir un grupo de compuestos que tienen las mismas
actividades bioldgicas que el péptido PACAP/VIP y que tienen estabilidad mejorada.

De acuerdo con el informe anterior por los presentes inventores (Onoue, S. et al., Biomed. Res, 1999, 20, 219-231;
Onoue, S. et al., Peptides, 2001, 22, 867-872; y Onoue, S. et al., Pharmacol. Rev. Commun., 2002, 12, 1-9), la
estructura N-terminal de PACAP/VIP contribuye significativamente a las propiedades de reconocimiento especifico
de receptor en el momento de unién entre PACAP/VIP y un receptor de PACAP/VIP, que es esencial para mostrar
las funciones de los mismos. Basandose en dicho concepto, las posiciones 24 y 25 que constituyen una secuencia
de factor de inestabilidad de VIP se sustituyeron con las posiciones 24 y 25 de una secuencia estable de PACAP (i).

Basandose en el hecho de que Asn-28 de VIP no contribuia a la actividad, que se habia descubierto por los
presentes inventores (Nagano, Y. et al., Peptide Science 2001, 2002, 147-150), la posicion 28 del péptido 4 (un
péptido modificado que tiene contenido de Arg aumentado en comparacioén con VIP de tipo silvestre) se suprimio
para eliminar el riesgo de isomerizacion provocado en la secuencia Asn-Gly. (ii).

Met-17 de VIP se convierte a sulféxido de metionina tras metabolismo in vivo inmediato o durante su proceso de
produccion e influye significativamente en las actividades. Por lo tanto, Met-17 se sustituye con Leu o Nle (iii).

Ademas, los presentes inventores produjeron un compuesto derivado de VIP sustituyendo Asp-8 con Glu o Ala,
implicando un menor riesgo de isomerizacion que Asp. Cuando la posiciéon 8 de VIP se sustituyd con Ala, se indico
que su actividad de unién al receptor mejoraba (lgarashi, H. et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 2002, 37-50). Por lo
tanto, se espera estabilizacion y un alto nivel de actividad del derivado.

Los presentes inventores indicaron que la unidad activa minima de VIP estaba comprendida por 23 restos (Nagano,
Y. et al, Peptide Science 2001, 2002, 147-150). Por lo tanto, se espera que la actividad biolégica de VIP
permanezca en un derivado de VIP que tenga la sustitucion de aminoacidos anteriormente mencionada si se
conservan al menos 23 restos del extremo N terminal.

Para inhibir la formacién de péptido succinilo en las posiciones 3 y 4 de PACAP, la Gly.-4 puede sustituirse con Ala
que es el resto aminoacidico en la misma posicion de VIP para estabilizacion (iv). Esta sustitucion es eficaz para
estabilizar péptidos asociados con PACAP, tales como péptido 3 (PACAP 38), péptido 5 (PACAP30) y péptido 6 (un
péptido modificado que tiene contenido de Arg aumentado en comparacion con PACAP 38), asi como para
estabilizar el péptido 2 (PACAP 27).

Ya se sabe que la unidad activa minima de PACAP esta comprendida por 23 restos del extremo N terminal, como es
cierto en el caso de VIP (Kitada, C. et al., Peptide Chemistry 1990, 1991, 239-244). Por lo tanto, se espera que el
grupo de derivados de PACAP, si conservan al menos 23 restos del extremo N terminal, tengan efectos bioldgicos y
farmacolodgicos de PACAP.

Basandose en dicho punto de vista, los presentes inventores sintetizaron una gran diversidad de péptidos y
descubrieron después péptidos que tenian actividades bioldgicas similares a o0 mayores que las de VIP y PACAP de
tipo silvestre y que tenian alta estabilidad.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona los siguientes (1) a (12).

(1) Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por féormula (I) o una sal
Farmacéuticamente aceptable del mismo:

His-Ser-Asp-Ala-A-Phe-Thr-B-C-Tyr-D-Arg-E-Arg-F-Gln-G-Ala-Val-H-I-Tyr-
Leu-Ala-Ala-J-K-L (SEC ID N°: 1) €))
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en la que A representa Val o lle; B representa Asp, Glu o Ala; C representa Asn o Ser; D representa Thr o
Ser; E representa Leu o Tyr; F, H e | representan independientemente cada una Lys o Arg; G representa
Leu o nLeu; J representa lle o Val; K representa Leu-Gly-Lys-Lys, Leu-Gly-Lys-Arg o Leu-Gly-Arg-Arg; y L
representa un resto del grupo carboxilo a del aminoacido C terminal que puede modificarse; es decir, -NH>
o -OH; a condicién de que el péptido no sea un péptido representado por la formula (I1):

H-His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-X,-Gln-X,-

Ala-Val-X;-X4-Tyr-Leu-Xs-Xg (1I)

en la que X4, X3y X4 representan Lys o Arg, respectivamente; X, representa Met, Leu o nLeu; Xs representa
un enlace quimico, Asn, Asn-Ser, Asn-Ser-lle, Asn-Ser-lle-Leu o Asn-Ser-lle-Leu-Asn-X; (en la que Xy
representa un enlace quimico, Gly, Gly-Lys, Gly-Lys-Arg, Gly-Arg o Gly-Arg-Arg); Xs representa -OH o NH-5,
siempre que, cuando X1, X3y X4 son Lys, Xs es Asn-Ser-lle-Leu-Asn-X7 X7 es un enlace quimico y Xs es -
NHa, entonces X; representa Leu o nLeu.

(2) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en férmula
(), A representa Val; C representa Asn; D representa Thr; y E representa Leu.

(3) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en formula
(), A representa lle; C representa Ser; D representa Ser; y E representa Tyr.

(4) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en formula
(), A representa Val; B representa Asp; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno independientemente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-
Arg-Arg; y L representa -NH,. Especificamente, dicho péptido es equivalente al péptido 12 (SEC ID N°: 13).
(5) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en formula
(), A representa Val; B representa Glu; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno independientemente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-
Arg-Arg; y L representa -NH,. Especificamente, dicho péptido es equivalente a péptido 21 (SEC ID N°: 22).
(6) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en férmula
(), A representa Val; B representa Ala; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno independientemente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-
Arg-Arg; y L representa -NH,. Especificamente, dicho péptido es equivalente a péptido 23 (SEC ID N°: 24).
(7) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en férmula
(), A representa Val; B representa Asp; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno independientemente Arg; G representa Leu; J representa Val; K representa Leu-Gly-
Arg-Arg; y L representa -NH,. Especificamente, dicho péptido es equivalente al péptido 25 (SEC ID N°: 26).
(8) El péptido de acuerdo con (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en férmula
(), A representa lle; B representa Asp; C representa Ser; D representa Ser; E representa Tyr; F, H e |
representan cada uno independientemente Arg; G representa Leu; J representa Val; K representa Leu-Gly-
Arg-Arg; y L representa -NH,. Especificamente, dicho péptido es equivalente al péptido 26 (SEC ID N°: 27).
Los péptidos 10, 12, 21, 23, 25, 26, 29 y 31 son péptidos modificados a los que se han aplicado las
modificaciones anteriormente mencionadas (i) a (iv). Ademas, los aminoacidos en las posiciones 8 de los
péptidos 21 y 23 se han alterado a Glu o Ala.

(9) Una composicion farmacéutica que comprende el péptido de acuerdo con una cualquiera de (1) a (8) o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

(10) La composicion farmacéutica de acuerdo con (9), que comprende el péptido de acuerdo con uno
cualquiera de (1) a (8) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en una cantidad de al menos el 50
% en peso basandose en el péptido bioldgicamente activo completo como un principio activo.

La expresion “principio activo” se refiere a una sustancia que esta contenida en la composicion farmacéutica
y que tiene efectos de tratar, prevencion, alterar o aliviar una enfermedad, sintomas o afecciones de un
sujeto. La expresion “péptido bioldgicamente activo” se refiere a un péptido que tiene actividad biolégica en
el sujeto. En la presente descripcion, tales péptidos incluyen péptido PACAP/VIP, una sal del mismo y un
derivado del mismo. Los “péptidos PACAP/VIP” incluyen PACAP o VIP de tipo silvestre de seres humanos y
animales, un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos similar a la de PACAP o VIP y un péptido que
tiene actividad bioldgica similar a la de PACAP o VIP. Adicionalmente, “péptidos PACAP/VIP” incluyen un
péptido que pertenece a la familia de secretina-glucagon.

(11) La composicion farmacéutica de acuerdo con (9) o (10) para tratar o prevenir una o mas
enfermedades o sintomas seleccionados del grupo que consiste en trastornos cerebrovasculares
isquémicos incluyendo embolia cerebral y trombosis cerebral, enfermedades que provocan toxicidad para el
sistema nervioso periférico o central, isquemia cerebrovascular, trombosis, enfermedades
conformacionales, enfermedades neurodegenerativas, alopecia, disfuncion eréctil, demencia, insuficiencia
renal, enfermedades degenerativas del nervio 6ptico incluyendo atrofia del nervio éptico y neuropatia optica
isquémica y enfermedades degenerativas retinales, para mejorar el flujo sanguineo, para relajar el masculo
liso bronquial o para inhibir el movimiento en el tracto gastrointestinal.

(12) Uso del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir una o
mas enfermedades o sintomas seleccionados de trastornos cerebrovasculares isquémicos incluyendo
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embolia cerebral y trombosis cerebral, enfermedades que provocan toxicidad para el sistema nervioso
periférico o central, isquemia cerebrovascular, trombosis, enfermedades conformacionales, enfermedades
neurodegenerativas, alopecia, disfuncién eréctil, demencia, insuficiencia renal, enfermedades
degenerativas del nervio 6ptico incluyendo atrofia del nervio 6ptico y neuropatia optica isquémica y
enfermedades degenerativas retinales, para mejorar el flujo sanguineo, para relajar el musculo liso
bronquial o para inhibir el movimiento en el tracto gastrointestinal.

A continuacién, la presente invencién se describe en detalle.

Especificamente, el derivado peptidico altamente estable de acuerdo con la presente invencidon consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por formula (I). Se muestran ejemplos representativos de tales péptidos y
péptidos de ejemplo comparativo adicionales en la Tabla 1. Los péptidos 10 a 32 mostrados en ella son equivalentes
a las secuencias mostradas en las SEC ID N° 11 a 33 de la lista de secuencias. Los péptidos 10, 22, 24, 31 y 32 son
péptidos que corresponden a regiones consistentes en 23 restos del extremo N terminal, los péptidos 13, 28 y 32
tienen cada uno de forma independiente un grupo acetilo unido al grupo amino N terminal y el péptido 14 tiene un
grupo estearilo unido a su grupo amino N terminal. El péptido 33 (SEC ID N°: 34) consiste en 23 restos que tienen la
misma secuencia de aminoacidos que el péptido 31 (SEC ID N°: 32), excepto que el aminoacido en la posicién 4 es
glicina.

Tabla 1.
N° de A B C D E F G H I J K L

Péptido

10~ Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg |Arg NH,
11> Val |Asp |Asn Thr Leu |Lys |Leu |Lys |Lys |lle |Leu-Asn NH,
12 Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
13 Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [De |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
14 Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
15 Val |[Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |[Leu-Gly-Arg-Arg OH
16 Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |NLE |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
17> Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg |[lle [Leu-Gly. NH,
18 * Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg |Arg |lle |Leu-Gly-Lys NH,
19~ Val |Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg NH,
20 Val |[Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |[Leu-Gly-Lys-Arg NH,
21 Val [Glu [Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
22* Val [Glu [Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg |Arg NH,
23 Val |Ala |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
24 * Val |Ala |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg |Arg NH,
25 Val |[Asp |Asn Thr Leu |Arg |Leu |Arg [Arg [Val |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
26 lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg [Leu |Arg |Arg |Val |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
27 lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg [Leu |Arg |Arg |lle |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
28 lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg [Leu |Arg |Arg |Val |Leu-Gly-Arg-Arg NH,
29 * lle |Asp |Ser Ser Tyr |Arg |Leu |Arg [Arg [Val /C-\;:?]_IA?;:\C/%;)I/_-AA:QQ_-AA;?\:Tyr-Arg- NH.
30* lle |Asp |Ser Ser Tyr. |Arg |Leu |Arg |[Arg |lle gzg_IA?;:\C/;QI/_'Q:QQ_'Q;%:TW'Arg' NH,
31 lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg |Leu |[Arg |Arg NH,
32 lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg |Leu |[Arg |Arg NH,
33* lle Asp | Ser Ser Tyr |Arg |Leu [Arg |Arg NH,

* indica péptido mostrado para fines comparativos

Cuando se usan los péptidos anteriores, una sustancia polar o no polar (por ejemplo, acido graso o acilo) puede
unirse al extremo N terminal de los mismos para alterar la polaridad molecular o un compuesto polimérico tal como
polietilenglicol o glucosaminoglucano (acido hialurénico) puede unirse a los mismos para mejorar la resistencia
enzimatica. Un péptido tal puede unirse a un soporte liposomal para encapsularse en el liposoma o puede
inmovilizarse en la superficie de una membrana lipidica. Un experto en la materia sabe que la introduccién de un
grupo acilo puede dar como resultado inhibicion de la autoagregacion asi como mejora de la actividad.

Se descubrié que el péptido de acuerdo con la presente invencion era muy estable en una solucién acuosa tal como
agua destilada o un tampoén. Cuando el péptido de acuerdo con la presente invencion se almacena en una solucién
a niveles de pH de 6,0 y 7,0 a 40 °C durante 1 semana, por ejemplo, el péptido puede conservarse con una tasa de
70 % o mas, preferiblemente 80 % o mas y mas preferiblemente 85 % o mas. Cuando el péptido se almacena en
una solucion ajustada a niveles de pH de 6,0 y 7,0 a 55 °C durante 3 dias, puede conservarse con una tasa de 85 %
o mas y preferiblemente 90 % o mas. En la presente invencion, son particularmente preferibles los péptidos 12, 21,
23,25y 26.
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El péptido usado para el inductor de neuritas de acuerdo con la presente invencion no esta particularmente limitado
y puede sintetizarse de acuerdo con una técnica convencional de sintesis peptidica. Dicho péptido puede
sintetizarse de acuerdo con el método descrito en, por ejemplo, “The Peptides” vol. 1, 1966, Schreder y Luhke,
Academic press, Nueva York, Estados Unidos o “Pepuchido Gousei (Peptide Sintesis)”, “Izumiya et al., Maruzen,
1975. Mas especificamente, la sintesis peptidica puede llevarse a cabo mediante una diversidad de técnicas, tales
como el método de azida, el método de cloruro &cido, el método de anhidrido &cido, el método de anhidrido mixto, el
método de DCC, los métodos de éster activo (por ejemplo, el método de p-nitrofenil éster, método de imida éster N-
hidroxisuccinico o el método de cianometil éster), el método que implica el uso del reactivo de Woodward K, el
método de carboimidazol, el método de reduccién-oxidacion y el método aditivo de DCC (HONB, HOBt o HOSu).
Estas técnicas pueden aplicarse a sintesis de fase sélida y sintesis de fase liquida.

En la presente invencion, la sintesis peptidica se lleva a cabo de acuerdo con técnicas generalizadas para sintesis
polipeptidica como se ha mencionado anteriormente. Por ejemplo, la sintesis peptidica se lleva a cabo mediante lo
que se denomina un método por etapas en el que los aminoacidos se fusionan secuencialmente al resto
aminoacidico terminal uno por uno. Como alternativa, los aminoacidos se dividen en varios fragmentos y los
fragmentos se acoplan entre si.

Un ejemplo especifico de un método para sintesis peptidica de fase sélida por etapas es el método de Merrifield, R.
B. (Solid phase peptide synthesis, J. Amer. Chem. Soc., 85, 2149-2159, 1963), y puede llevarse a cabo de la
siguiente manera. El aminoacido C-terminal (un grupo amino protegido) se une primero a resina insoluble mediante
su grupo carboxilo y el grupo protector amino de aminoacido C-terminal se retira después. Posteriormente, se
fusiona secuencialmente un grupo carboxilo reactivo de un aminoacido protegido con grupo amino con el grupo
amino reactivo libre resultante de acuerdo con la secuencia de aminoacidos del péptido diana. Por lo tanto, se
sintetiza una secuencia total de una manera por etapas y el péptido se separa después de resina insoluble.

Cualquier resina insoluble puede emplearse para la sintesis peptidica en fase sélida, siempre que pueda unirse a un
grupo carboxilo reactivo. Los ejemplos de la misma incluyen resina de benzhidrilamina (BHA), resina de clorometilo,
resina de oximetilo, resina de aminometilo, resina de metilbenzhidrilamina (MBHA), 4-aminometilfenoximetilo, resina
de 4-hidroximetilfenoximetilo y resina de 4-oximetilfenilacetamidometilo.

Cuando se usa un grupo de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) como un grupo protector a-amino, por ejemplo, es
preferible el uso de resina de 4-hidroximetilfenoximetilo, de la que puede eliminarse un péptido con la ayuda de
acido trifluoroacético (TFA). Cuando se usa un grupo de t-butoxicarbonilo (Boc), por ejemplo, es preferible el uso de
resina de 4-oximetilfenilacetamidometilo (PAM), de la que puede eliminarse un péptido con la ayuda de fluoruro de
hidrégeno. La cantidad de péptido es preferiblemente 0,5 mmoles o menor por gramo de resina.

El método descrito anteriormente requiere enlace de un grupo protector con un grupo amino implicado en el enlace
peptidico de aminoacidos, eliminacién de grupo protector y activacion de un grupo carboxilo implicado en el enlace
peptidico de los aminoacidos.

Los ejemplos de grupos protectores amino incluyen grupos tales como benciloxicarbonilo (Z), t-butoxicarbonilo (Boc),
t-amiloxicarbonilo (Aoc), isoborniloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, 2-cloro-benciloxicarbonilo,
adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftaloilo, formilo, o-nitrofenilsulfenilo y difenilfosfinotioilo.

Los grupos funcionales de cadena lateral de aminoacidos, tales como His, Tyr, Thr, Lys, Asp, Arg y Ser estan
preferiblemente protegidos. Puede protegerse un grupo funcional de acuerdo con una técnica convencional en la
que un grupo protector habitual enumerado a continuacién se une al grupo funcional. Después de la complecion de
la reaccion, el grupo protector se elimina.

Los ejemplos de grupos protectores imino de His incluyen grupos benciloximetilo (Bom), p-toluenosulfonilo (Tos),
bencilo (Bzl), benciloxicarbonilo (Z) y tritilo.

El grupo hidroxilo de Ser y Thr puede protegerse mediante, por ejemplo, esterificacién o eterificacion, aunque dicha
proteccion no es esencial. Los ejemplos de grupos que son adecuados para esterificacion incluyen grupos de
alcanoilo inferior tales como acetilo, grupos de aroilo tales como benzoilo y grupos derivados de acidos carbénicos
tales como benzoiloxicarbonilo y etiloxicarbonilo. Los ejemplos de grupos que son adecuados para eterificacion
incluyen grupos bencilo (Bzl), tetrahidropiranilo y terc-butilo.

Los ejemplos de grupos protectores para grupos hidroxilo de Tyr incluyen grupos bencilo (Bzl),
bromobenciloxicarbonilo (Br-Z), diclorobencilo (Cl>-Bzl), benciloxicarbonilo (Z), acetilo y p-toluenosulfonilo (Tos).

Los ejemplos de grupos protectores para grupos amino de Lys incluyen grupos benciloxicarbonilo (Z),
clorobenciloxicarbonilo (Cl-Z), diclorobencilo (Cl>-Bzl), t-butoxicarbonilo (Boc) y p-toluenosulfonilo (Tos).

Los ejemplos de grupos protectores para grupos guanidino de Arg incluyen grupos de p-toluenosulfonilo (Tos), nitro,
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benciloxicarbonilo (Z) y t-amiloxicarbonilo (Aoc).

Un grupo carboxilo de Asp esta protegido mediante, por ejemplo, esterificacion con la ayuda de alcohol bencilico,
metanol, etanol, terc-butanol y ciclohexilo (cHex).

Los ejemplos de grupos protectores para otros aminoacidos, tales como grupo indolilo de Trp, incluyen formilo,
carbobenzoxilo, 4-metoxi-2,3,6-trimetilbencenosulfonilo y 2,2,2-tricloroetiloxicarbonilo, aunque dicha proteccién no es
esencial.

Un método para proteger un grupo tiometilo de Met incluye preparar previamente un metil sulféxido y después
reducirlo, aunque dicho método no es esencial.

Por el contrario, un grupo carboxilo puede activarse de acuerdo con una técnica convencional y pueden
seleccionarse de forma adecuada reactivos conocidos y similares para activacion. Por ejemplo, puede activarse un
grupo carboxilo permitiendo que el grupo carboxilo reaccione con una diversidad de reactivos para formar cloruro
acido relevante, anhidrido acido o anhidrido mixto, azida, o ésteres activos (por ejemplo, ésteres con
pentaclorofenol, p-nitrofenol, imida de acido N-hidroxisuccinico, N-hidroxibenzotriazol o N-hidroxi-5-norbornen-2,3-
dicarboxiimida).

Cualquier disolvente que puede usarse para formacién de enlace peptidico puede usarse para reaccion de
condensacion (formacion de enlace peptidico) entre un grupo amino reactivo y un grupo carboxilo reactivo en la
sintesis de fase solida. Por ejemplo, dimetilformamida anhidrida o hidratada (DMF), dimetilsulféxido (DMSO),
piridina, cloroformo, dioxano, diclorometano (DCM), tetrahidrofurano (THF), etil acetato, N-metil pirrolidona o triamida
hexametilfosférica (HMPA) pueden usarse solos o en combinaciones de dos o mas.

La reaccién de condensacion anteriormente mencionada puede llevarse a cabo en presencia de un agente de
condensacion, tal como reactivos de carbodiimida tales como diciclohexilcarboxiimida (DCC) o carbodiimidazol,
tetraetil pirofosfato y benzotriazol-N-hidroxi-tris-dimetilamino-fosfonio hexafluorofosfato (un reactivo de Bop).

El péptido sintetizado puede someterse a desalacion y purificacion de acuerdo con técnicas habituales. Los ejemplos
de técnicas habituales incluyen cromatografia de cambio idnico en celulosa-DEAE, cromatografia de particién en
Sephadex LH-20 o Sephadex G-25, cromatografia de fase normal en gel de silice, cromatografia de fase inversa en
gel de silice-ODS y cromatografia liquida de alto rendimiento.

El péptido purificado de esta forma puede convertirse a una forma de sal farmacolégicamente aceptable, tal como
acetato, clorhidrato o fosfato, usando diversos tipos de acidos de acuerdo con la necesidad.

El péptido o una sal del mismo se prepara como una composicion farmacéutica en forma de liquido, inyeccion,
comprimido, polvo, granulo, supositorio, comprimido revestido de forma entérica, gota nasal, formulacién de
inhalacion, formulaciéon bucal, capsula, colirio, pomada, formulacién percutanea, agente de liberacién prolongada y
otro sistema de suministro de farmaco usando un disolvente, excipiente, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente
aceptable de acuerdo con técnicas convencionales para producir preparaciones farmacéuticas.

El péptido de acuerdo con la presente invencidén o una sal del mismo tiene actividad bioldgica que es la misma que
la de PACAP/VIP conocido y puede usarse de la misma manera. El péptido y una sal del mismo son capaces de
inducir formacién de neuritas y por lo tanto son utiles como inductores de neuritas. Tales agentes son
particularmente eficaces para prevenir y tratar diversas enfermedades que implican degeneracion de neuronas, tales
como demencia de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, muerte de neuronas, neuroblastoma o amnesia. Ademas,
el péptido y una sal del mismo son eficaces para la defensa contra farmacos que son peligrosos para el sistema
nervioso. Ademas, también son utiles como un agente antiasmatico, debido al efecto del péptido en la dilatacion de
los bronquios y como un inhibidor del movimiento peristaltico gastrico durante la endoscopia. Como en el caso de
PACAP/VIP, una composicién farmacéutica que comprende el péptido de acuerdo con la presente invenciéon o una
sal del mismo también puede usarse para tratar o prevenir una o mas enfermedades o sintomas seleccionados del
grupo que consiste en trastornos cerebrovasculares isquémicos incluyendo embolia cerebral y trombosis cerebral,
déficits de nervio periférico o craneal resultantes de los trastornos isquémicos anteriormente mencionados u otras
fuentes, enfermedades conformacionales, enfermedades neurodegenerativas, alopecia, disfuncién eréctil, demencia,
insuficiencia renal, enfermedades degenerativas del nervio éptico incluyendo atrofia del nervio éptico y neuropatia
optica isquémica y enfermedades degenerativas retinales. Tal composicion farmacéutica también puede usarse para
mejorar el flujo sanguineo, para relajar el musculo liso bronquial o para inhibir el movimiento en el tracto
gastrointestinal, aunque las aplicaciones de la misma no se limitan a estas. Deberia observarse que los presentes
inventores ya han descubierto que el péptido PACAP/VIP es capaz de proteger los nervios contra una proteina
especifica que podria dar como resultado enfermedad conformacional (Solicitud de Patente Japonesa N° 2001-
386699).

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién puede administrarse de forma segura a
mamiferos tales como seres humanos, ratones, ratas, conejos, perros o gatos por via parenteral o via oral o
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mediante un sistema de suministro de farmaco tal como gotas nasales, un inhalante, un agente de liberacion
prolongada, colirio, una pomada, una formacién percutanea o una formulacién bucal, de acuerdo con la necesidad.
La via adecuada de administracién, forma de dosificacion, frecuencia de dosificacion y otras condiciones pueden
determinarse por un especialista tal como un médico, de acuerdo con el tipo de enfermedad, los efectos esperados y
las condiciones generales del paciente. Los ejemplos de dispositivos para administracién incluyen, pero sin
limitacién, gotas nasales, tales como Jetlizer, Puvlizer y un insuflador nasal, e inhalantes, tales como Spinhaler, E-
haler, FlowCaps, Jethaler, Diskhaler, Rotahaler, Turbuhaler, Easyhaler, Accuhaler, Clickhaler, Inspir-Ease e
Inhalation Aid. La dosis de la composiciéon farmacéutica puede cambiarse adecuadamente de acuerdo con la forma
de dosificacion, la via de administracion, condiciones y otros factores. Cuando la composicién se administra a
mamiferos incluyendo seres humanos, por ejemplo, el péptido se administra a un paciente en cantidades de
aproximadamente 1 pg a 1 mg por kilogramo de peso corporal por dia. En tal caso, el péptido de acuerdo con la
presente invencion o un sal del mismo constituye el 50 % en peso o mas, preferiblemente 80 % en peso o mas y
mas preferiblemente 95 % en peso o mas del péptido biolégicamente activo como un principio activo de la
composicion. Esto indica que la cantidad de péptido bioldgicamente activo que no esta representado por férmula | en
la composicién es de 50 % en peso o menos, preferiblemente 20 % en peso o menos y particularmente
preferiblemente 5 % o menos.

La presente descripcién incluye parte o todos los contenidos como se desvela en la descripciéon y/o dibujos de la
Solicitud de Patente Japonesa N° 2002-344523, que es un documento de prioridades de la presente solicitud.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 es una cromatografia que muestra el péptido 4 (1) y la muestra (ll), que se prepara disolviendo el
péptido 4 en un tampon fosfato a pH 7,0 (concentracion: 300 ng/ml) y permitiendo que la solucién se mantenga
en una incubadora a 55 °C durante 24 horas.

La Figura 2 muestra el contenido helicoidal en las estructuras de mayor orden de los péptidos 1, 7 y 8 calculado
baséndose en el método para analisis de estructuras de mayor orden.

La Figura 3 muestra las relaciones relativas de los péptidos 7 y 8 para inhibir la constriccién de musculos lisos
gastricos murinos en relacion con el péptido 1(VIP de tipo silvestre).

La Figura 4 (A) muestra el efecto relajante del péptido 12 en los bronquios, la Figura 4 (B) muestra el del
péptido 21 y la Figura 4 (C) muestra el del péptido 23.

La Figura 5 muestra los efectos de inducir formacion de neuritas del control (una muestra de ensayo en la que
no hay adicién de péptidos), péptido 1 (VIP de tipo silvestre), péptido 4, péptido 12, péptido 21 y péptido 23.

La Figura 6 muestra los efectos de péptidos 4, 12, 21 y 23 para proteger nervios contra priones anémalos (Prp
106-126), en los que “##” representa una diferencia significativa de una muestra de ensayo en ausencia de
péptido (P < 0,01) y “**” representa una diferencia significativa del péptido 1 (P < 0,01).

Realizaciones Preferidas de la Invencion

La presente invencién se describe en lo sucesivo en mayor detalle en referencia a los ejemplos, aunque el alcance
técnico de la presente invencion no esta limitado a los mismos.

[Ejemplo 1] Sintesis peptidica

El péptido 12 que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEC ID N°: 13 se produjo de acuerdo
con una técnica convencional de sintesis peptidica en fase sélida.

La resina de MBHA-HCI (un copolimero de poliestireno-divinilbenceno (1 %), malla de 100 a 200) se afiadié a un
recipiente de reaccion de sintesis manual (hecho de vidrio; f 6,0 x 29,5), la resina se lavd con metanol en cantidades
de 2 a 3 veces la de la misma en agitacion y se permitié después que la resina lavada se hinchara mediante lavado
con diclorometano (en cantidades de 2 a 3 veces las de la resina) en agitacion. Se llevé a cabo neutralizaciéon en
trietilamina/diclorometano 10 %, Boc-Arg (Tos)-OH correspondiente al aminoacido C-terminal se us6 en cantidades
equivalentes a aproximadamente 2 veces la de la resina y se afadieron diciclohexilcarbodiimida y N-
hidroxibenzotriazol para realizar reaccién de condensaciéon. Después de que la reaccion se hubiera llevado a cabo
durante aproximadamente 2 horas (en agitacién), la resina se lavé con metanol y diclorometano, se confirmé la
desaparicion de un grupo amino a por el ensayo de Kaiser y se llevé a cabo después la desproteccion tratando la
resina con acido trifluoroacético/diclorometano 50 % durante 30 minutos. Posteriormente, se llevd a cabo la
neutralizacion en trietilamina/diclorometano 10 %, se realizé un lavado de nuevo con metanol y con diclorometano y
se llevd a cabo de nuevo el ensayo de Kaiser para confirmar la desproteccion. Después de la confirmacion, se repitié
el mismo procedimiento para acoplamiento de Boc-Arg (Tos)-OH localizado en la segunda posicién del extremo C-
terminal. A continuacion, Boc-Gly-OH, Boc-Leu-OH, Boc-lle-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Tyr
(Cl>-Bzl)-OH, Boc-Arg (Tos)-OH, Boc-Arg (Tos)-OH, Boc-Val-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Leu-OH, Boc-GIn (Xan)-OH,
Boc-Arg (Tos)-OH, Boc-Arg (Tos)-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Arg (Tos)-OH, Boc-Thr (Bzl)-OH, Boc-Tyr (Cly-Bzl)-OH,
Boc-Asn (Xan)-OH, Boc-Asp (OcHex)-OH, Boc-Thr (Bzl)-OH, Boc-Phe-OH, Boc-Val-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Asp
(OcHex)-OH, Boc-Ser (Bzl)-OH y Boc-His (Bom)-OH se sometieron secuencialmente a acoplamiento y desproteccion
en ese orden para obtener un péptido protegido correspondiente al péptido 12: His (Bom)-Ser (Bzl)-Asp (OcHex)-
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Ala-Val-Phe-Thr (Bzl)-Asp (OcHex)-Asn-Tyr (Cl>-Bzl)-Thr (Bzl)-Arg (Tos)-Leu-Arg (Tos)-Arg (Tos)-GIn-Leu-Ala-Val-
Arg (Tos)- Arg (Tos)-Tyr (Cl2-Bzl)-Leu-Ala-Ala-lle-Leu-Gly-Arg-Arg-MBHA. Se afiadio fluoruro de hidrogeno anhidrido
a la resina de MBHA-péptido protegido y se permitié que reaccionaran entre si en presencia de etanoditiol y anisol.
Después de la reaccion, se retiré el fluoruro de hidrégeno anhidrido por destilaciéon con la presién reducida, el resto
se lavd con éter y se afiadié acido acético 10 % al mismo para extraer péptidos. El extracto se purifico6 mediante
cromatografia en columna de fase inversa y se liofiliz para obtener el péptido 12.

Los siguientes péptidos 1 a 33 se sintetizaron quimicamente de la misma manera que se ha descrito anteriormente.
Péptido 1 (SEC ID N°: 2):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys
-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-lle-Leu-Asn-NH;

Péptido 2 (SEC ID Ne: 3):

His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser- Arg-Tyr- Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-

Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-NH,

Péptido 3 (SEC ID N°: 4):
His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-
Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys-Gln-Arg-Val-Lys-Asn-Lys-NH;
Péptido 4 (SEC ID Ne: 5):

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 5 (SEC ID N°: 6):
His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-NH, '

Péptido 6 (SEC ID N°: 7):

His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-Tyr-Arg-Gln-Arg-Val-Arg-Asn-Arg-NH,

Péptido 7 (SEC ID N°: 8):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys
-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-NH;
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Péptido 8 (SEC ID N°: 9):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met(Q)-Ala-Val-
Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-NH,

Péptido 9 (SEC ID N°: 10):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Leu-Ala-Val-Lys
-Lys-Tyr-Leu-NH,

Péptido 10 (SEC ID N°: 11):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-NH;

Péptido 11 (SEC ID N°: 12):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Leu-Ala-Val-Lys
-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-lle-Leu-Asn-NH;

Péptido 12 (SEC ID N°: 13):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 13 (SEC ID N°: 14):
Acetyl-His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-
Val-Arg-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 14 (SEC ID N°: 15):
Stearyl-His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala
-Val-Arg-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 15 (SEC ID N°: 16):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-OH

Péptido 16 (SEC ID N°: 17):

10



10

15

20

25

30

ES 2368565 T3

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Nle-Ala-Val-Arg -
-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Tle-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 17 (SEC ID N°: 18):

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr- Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-NH,

Péptido 18 (SEC ID N°: 19):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Lys-NH;

Péptido 19 (SEC ID N°: 20):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-NH;

Péptido 20 (SEC ID N°: 21):

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gin-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Lys-Arg-NH;

Péptido 21 (SEC ID N°: 22):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Glu-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg
-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-NH»

Péptido 22 (SEC ID N°: 23):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Glu-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gin-Leu-Ala-Val-Arg
-Arg-Tyr-Leu-NH;

Péptido 23 (SEC ID N°: 24):
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Ala-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg
-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 24 (SEC ID N°: 25):
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His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Ala-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg
-Arg-Tyr-Leu-NH, |
Péptido 25 (SEC ID N°: 26):

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ar
g-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-NH,

Péptido 26 (SEC ID N°: 27):
His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 27 (SEC ID N°: 28):
His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-lle-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 28 (SEC ID N°: 29):
Acetyl-His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-V
al-Arg-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-NH;

Péptido 29 (SEC ID N°: 30):
His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Arg-Arg-Tyr-Arg-Gln-Arg-Val-Arg-Asn-Arg-NH;
Péptido 30 (SEC ID N°: 31):

His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-Ala-Ala-Ile-Leu-Gly-Arg-Arg-Tyr-Arg-Gln-Arg-Val-Arg-Asn-Arg-NH;

Péptido 31 (SEC ID N°: 32):

His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-

Arg-Tyr-Leu-NH,

Péptido 32 (SEC ID N°: 33):
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Acetyl-His-Ser-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-V
al-Arg-Arg-Tyr-Leu-NH,

Péptido 33 (SEC ID N°: 34):
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Arg-
Arg-Tyr-Leu-NH, '

[Ejemplo 2] Estabilidad del péptido 4

El péptido 4, un péptido modificado, que tiene un mayor contenido de Arg que VIP de tipo silvestre se pesé y se
fracciond a aproximadamente 1 mg, las fracciones se disolvieron en agua destilada ajustada a niveles de pH de 4,0,
5,0, 6.0 y 7,0 (Agua Destilada Otsuka) y la concentracion final se ajusté a 10 ng/ml. Se permitié que las soluciones
resultantes permanecieran en un incubador a 40 °C (LH20-11M, Nagano Kagaku) durante 24 horas, se llevé a cabo
andlisis mediante HPLC de fase inversa (longitud de onda: 220 nm; fase movil: acetonitrilo 28 %/acido
trifluoroacético 0.1 %; columna: ODS-120T (Tosoh); temperatura de columna: 25 °C), y la cantidad de péptido 4
restante se examin6. Como se muestra en la Tabla 2, la degradacion peptidica fue significativa alrededor de la
regién de pH neutro.

Tabla 2
pH Cantidad de péptido restante
4,0 91 %
5,0 90 %
6,0 93 %
7,0 84 %

[Ejemplo 3] Analisis de aminoacidos y LC-MS de péptido mutante 4

El péptido 4 se disolvié en un tampoén de fosfato (pH: 7,0; concentracién 300 ng/ml) y se permitié que permaneciera
en una incubadora a 55 °C durante 24 horas. Se obtuvo una cromatografia como se muestra en la Figura 1 (ll). La
Figura 1 (I) es un grafico que muestra el péptido 4 (el control). Los mutantes A y B se fraccionaron por HPLC y
después se sometieron a analisis de aminoacidos. Los resultados de analisis de aminoacidos de los mutantes
estuvieron en sustancialmente los mismos niveles que los valores tedricos para el péptido 4, como se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3
Aminoacido Péptido 4 (Valor tedrico) Mutante A Mutante B Mutante C

Asx 5 5,04 5,06 5,00
Thr 2 2,02 2,02 2,02
Ser 2 1,92 1,84 2,01
Glx 1 1,20 1,11 1,24
Gly 1 1,13 1,04 1,15
Ala 2 2,00 2,00 2,00
Val 2 2,01 1,94 2,07
lle 1 0,97 0,97 0,96
Leu 4 4,14 4,17 4,09
Tyr 2 2,00 2,09 1,97
Phe 1 1,02 1,00 1,01
His 1 1,35 1,11 1,40
Arg 7 6,98 6,94 6,91

Los resultados sugieren que la secuencia de aminoacidos de los mutantes fueron muy similares a las del péptido 4 y
solamente los aminoacidos acidos Asx y Glx pueden diferir del mismo.

Ademas, los pesos moleculares de estos mutantes se midieron mediante LC-MS y se obtuvieron los resultados
como se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4
Muestra de ensayo Peso molecular predicho
Péptido 4 3761
Mutante A 3762
Mutante B 3762
Mutante C 3762

Los resultados mostrados en la Tabla 4 demuestran que los pesos moleculares de todos los mutantes aumentaron
desde el del péptido 4 en 1. Esto sugiere que Asn se alterd para convertirse en Asp o Gin se alteré para convertirse
en Glu si los resultados del analisis de aminoacidos se tomaran en consideracion. Basandose en la secuencia de
aminoacidos de péptido 4, se dedujo que se formd succinimida en la regidon que contiene Asn, se retird un resto
amino junto con ella y por lo tanto el peso molecular se aumento en 1. En consecuencia, se confirmé que se produjo
transpeptidacion a-w en la secuencia Asn-Ser en las posiciones 24 y 25 o la secuencia Asn-Gly en las posiciones 28
y 29 en el péptido 4.

[Ejemplo 4] Estructura del péptido 7 y péptido 8

Se disolvieron VIP (péptido 1, SEC ID N°: 2), péptido 7 (SEC ID N°: 8) correspondiente a 25 restos en el extremo N-
terminal de VIP y péptido 8 (SEC ID N°: 9) que es un derivado del péptido 7 con su metionina-17 oxidada, en un
tampon de Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) y se examinaron los espectros de dicroismo circular de los mismos usando el
Jasco J-720 (Jasco Corporation). De acuerdo con el calculo analitico de la estructura de mayor orden por Greenfield
et al., el contenido helicoidal de péptido 1 fue de aproximadamente 50 % (Figura 2). Aunque se sugirié que el
péptido 7 conservaria una gran cantidad de dicha estructura de mayor orden, el contenido helicoidal del péptido 8
con metionina oxidada se redujo a aproximadamente la mitad del péptido 1, lo que indica un cambio estructural
notable.

[Ejemplo 5] Actividad farmacoldgica de péptido 7 y péptido 8

Se criaron preliminarmente ratones ICR macho de 9 semanas de edad durante una semana y después se usaron
durante el periodo en el que tenian una edad de 10 a 18 semanas. Después de someter a los ratones a dislocacion
espinal cervical, se realizé una operacion abdominal inmediatamente después para resecciéon gastrica total y los
interiores de los estdmagos se lavaron exhaustivamente con solucién salina fisioldgica para preparar las muestras
de ensayo. Las muestras de ensayo terminadas se suspendieron en un tanque Magnus (volumen: 20 ml;
temperatura: 37 °C; carga: 2,0 g; aireacion con O2 95 % y CO2 5 %; Riken Kaihatsu). Como una solucion fisioldgica,
se uso solucion Modificada de Tampon Krebs-Henseleit (Sigma). La reaccion se registro en el registrador R-64M
(Rika Denki) mediante un aplicador RMP-6004 (Nihon Kohden Corporation). En el experimento, se instalaron las
muestras de ensayo en el aparato Magnus y se afiadieron 100 ni de solucién de carbacol (concentracion: 6 x 10° M)
a las mismas después de que se hubiera estabilizado la linea basal. Se afiadié una solucién de muestra de péptido
purificado 10 minutos después y se observaron los efectos relajantes en las muestras de ensayo. El efecto del
péptido 1 (VIP de tipo silvestre) frente a constriccion inducida por carbacol se determiné que era el 100 % y se
determiné la inhibicién maxima de la constriccion de musculo liso cuando se afadida péptido 7 y péptido 8. La
Figura 3 muestra relativamente la inhibicion maxima de constriccion de musculo liso gastrico murino a la
concentracion final de 10° M de los péptidos 1, 7 y 8. La actividad del péptido 8 se atenuo significativamente en
comparacion con la del péptido 7, lo que indica la fuerte influencia de la oxidacién del resto de metionina. Se
descubrio que dicha actividad atenuada se correlacionaba profundamente con el contenido helicoidal de los
compuestos, basandose en el Ejemplo 4. Mas especificamente, la oxidacion del resto de metionina en VIP/PACAP
induce cambios en estructuras de mayor orden a un nivel molecular e influye significativamente en la actividad.

[Ejemplo 6] Estabilidad del péptido 12

Se fraccionod una cantidad adecuada de péptido 12 mediante pesado, se disolvié en agua destilada (1 mg/ml, agua
destilada Otsuka) y se ajustd a niveles de pH de 6,0 y 7,0 con la ayuda de NaOH 0,1 N. Ademas, el péptido 12 se
diluyé a 10 ng/ml y después se permiti6 que permaneciera en un incubador a 40 °C durante 24 horas. A
continuacion, se llevd a cabo analisis de HPLC de fase inversa (longitud de onda: 220 nm; fase movil: acetonitrilo (29
%)/acido trifluoroacético (0,1 %); columna: ODS-120T (Tosoh); temperatura de columna: 25 °C) para examinar la
cantidad de péptido 12 restante. Como resultado, no se observé generacién significativa de un pico no identificado
en ninguna de las muestras de ensayo a un nivel de pH 6,0 6 7,0. Esto sugiere que el péptido 12 era estable.

[Ejemplo 7] Estabilidad de péptidos 4, 12, 21y 23

Se fraccionaron cantidades adecuadas de los péptidos 4, 12, 21 y 23 mediante pesado y después se disolvieron en
agua destilada (agua destilada Otsuka) ajustada a niveles de pH de 6,0 y 7,0 para llevar la concentracion final a 10
ng/ml. Se permitid6 que las soluciones resultantes se mantuvieran en un incubador a 55 °C (FC-610, Advantec)
durante 3 dias y se llevé a cabo analisis de HPLC de fase inversa (longitud de onda: 220 nm; fase movil: acetonitrilo
(29,5 %)/acido trifluoroacético (0,1 %); columna: ODS-120T (Tosoh); temperatura de columna: 25 °C) para examinar
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las cantidades de los péptidos 4, 12, 21 y 23 restantes. Como se muestra en la Tabla 5, la estabilidad de los
péptidos 12, 21 y 23 mejoroé significativamente en comparacién con la del péptido 4. Esto resultd particularmente
evidente a pH 7,0.

Tabla 5
Muestra de Ensayo PH 6,0 PH 7,0
Péptido 4 81 % 67 %
Péptido 12 94 % 100 %
Péptido 21 93 % 100 %
Péptido 23 100 % 100 %

[Ejemplo 8] Estabilidad de los péptidos 4, 12, 21y 23

Se fraccionaron cantidades adecuadas de los péptidos 4, 12, 21 y 23 mediante pesado y después se disolvieron en
agua destilada (agua destilada Otsuka) ajustada al nivel de pH de 7,0 para llevar la concentracion final a 100 ng/ml.
Se permitié que las soluciones resultantes se mantuvieran en un incubador a 55 °C (FC-610, Advantec) durante O,
10, 20 y 30 dias, respectivamente y se llevé a cabo analisis de HPLC de fase inversa (longitud de onda: 220 nm;
fase movil: acetonitrilo (29,5 %)/acido trifluoroacético (0,1 %); columna: ODS-120T (Tosoh); temperatura de
columna: 25 °C) para examinar la cantidad de péptidos 4, 12, 21 y 23 restantes. Como se muestra en la Tabla 6, el
péptido 4 desapareciéo completamente después de almacenamiento durante 10 dias; sin embargo, los péptidos 12,
21 y 23 aun permanecian 30 dias después. Esto indica que la estabilidad de los mismos habia mejorado
significativamente.

Tabla 6
Muestra de Ensayo Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
Péptido 4 100 % 0 % 0 % 0 %
Péptido 12 100 % 49 % 34 % 18 %
Péptido 21 100 % 29 % 45 % 10 %
Péptido 23 100 % 62 % 42 % 30 %

[Ejemplo 9] Estabilidad de los péptidos 4, 12, 21y 23

Se fraccionaron cantidades adecuadas de los péptidos 4, 12, 21 y 23 mediante pesado y después se disolvieron en
tampones de fosfato (solucion acuosa de dihidrogeno fosfato sédico 0,001 %) ajustados a niveles de pH de 6,0y 7,0
para llevar la concentracion final a 100 ng/ml. Se permitid que las soluciones resultantes se mantuvieran en un
termo-higrostato (LH-20-11, Nagano Kagaku) a 40 °C y RH al 75 % durante una semana y se llevé a cabo analisis
de HPLC de fase inversa (longitud de onda: 220 nm; fase mévil: acetonitrilo (29,5 %)/acido trifluoroacético (0,1 %);
columna: ODS-120T (Tosoh); temperatura de columna: 25 °C) para examinar las cantidades de los péptidos 4, 12,
21 y 23 restantes. Como se muestra en la Tabla 7, la estabilidad de los péptidos 12, 21 y 23 mejord
significativamente en comparacion con la del péptido 4.

Tabla 7
Muestra de Ensayo PH 6,0 PH 7,0
Péptido 4 53 % 35 %
Péptido 12 100 % 90 %
Péptido 21 100 % 87 %
Péptido 23 100 % 100 %

[Ejemplo 10] Estabilidad de los péptidos 4, 12,21 y 23

Se fraccionaron cantidades adecuadas de péptidos 4, 12, 21 y 23 y se disolvieron después en tampén fosfato (una
solucién acuosa de dihidrogeno fosfato sédico 0,001 %) ajustado al nivel de pH de 7,0 para llevar la concentracién
final a 100 ng/ml. Se permitié6 que las soluciones resultantes se mantuvieran en un termo-higrostato (LH-20-11,
Nagano Kagaku) a 40 °C y RH a 75 % durante 0, 10, 20 y 30 dias y se llevé a cabo analisis de HPLC de fase inversa
(longitud de onda: 220 nm; fase modvil: acetonitrilo (29,5 %)/acido trifluoroacético (0,1 %); columna: ODS-120T
(Tosoh); temperatura de columna: 25 °C) para examinar las cantidades de los péptidos 4, 12, 21 y 23 restantes.
Como se muestra en la Tabla 8, la estabilidad de los péptidos 12, 21 y 23 se mejord significativamente en
comparacion con la del péptido 4. Ademas, el péptido 4 desaparecié 30 dias después; sin embargo, los péptidos 12,
21y 23 aun permanecian.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2368565 T3

Tabla 8
Muestra de Ensayo Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
Péptido 4 100 % 28 % 13 % 0 %
Péptido 12 100 % 84 % 86 % 73 %
Péptido 21 100 % 100 % 76 % 59 %
Péptido 23 100 % 98 % 89 % 73 %

[Ejemplo 11] Efecto inhibidor en el movimiento peristaltico gastrico

Se examinaron los efectos inhibidores de los péptidos 9, 10 y 33 en los movimientos peristalticos gastricos de la
misma manera que en el Ejemplo 5. Se emplearon ratones ICR macho de 9 semanas de edad. Después de someter
a los ratones a dislocacion espinal cervical, se realizé una operacién abdominal inmediatamente después para
reseccion gastrica total y los interiores de los estdbmagos se lavaron exhaustivamente con solucién salina fisiologica
para preparar las muestras de ensayo. Las muestras de ensayo terminadas se suspendieron en un tanque Magnus
(volumen: 20 ml; temperatura: 37 °C; carga: 2,0 g; aireacion con O2 95 % y CO2 5 %; Riken Kaihatsu). Como una
solucién fisiolégica, se usé una solucion modificada de tampdn Krebs-Henseleit (Sigma). La reaccion se registrd en
el registrador R-64 M (Rika Denki) mediante un amplificador RMP-6004 (Nihon Kohden Corporation). En el
experimento, se instalaron muestras de ensayo en el aparato Magnus y se afiadié una solucién de Carbacol (3 x 10° N
M) a las mismas después de haberse estabilizado la linea basal. Cuando se estabilizd la constriccion, se afiadieron
los péptidos de ensayo (10 M) y se observaron los efectos relajantes en las muestras de ensayo. Se determind que
el grado de constriccién antes de la adiciéon de Carbacol era del 0 %, se determiné que el de después de la
estabilizacién tras la adicién del mismo era el 100 % y el nivel de inhibicién de constriccion gastrica se determiné
cuando se afiadieron las soluciones de muestra. La Tabla 9 muestra el nivel de cada sustancia para inhibir la
constriccion 15 minutos después de la administracién de farmaco. La Tabla 9 muestra el nivel de cada sustancia
(péptidos 10 y 33) para inhibir la constriccion siempre que el nivel de péptido 9, que era el farmaco control, era 100.

Tabla 9
Sustancia Nivel de inhibicién de constriccion
Péptido 9 100
Péptido 10 227
Péptido 33 160

[Ejemplo 12] Efecto relajante en musculo liso bronquial

Se examiné si los péptidos 12, 21 y 23 eran capaces o no de constrefiir temporalmente el musculo liso bronquial
dilatado de la manera descrita a continuacion.

Se sacrificaron cobayas macho Hartley de 7 semanas de edad (440 g, Japan SLC) mediante hemorragia de la
arteria femoral con anestesia y se abrieron los térax de los mismos para extirpar las traqueas. Se retiraron los tejidos
grasos y similares adheridos a las traqueas tan completamente como fue posible, se cortaron los tejidos retirados a
lo largo de los cartilagos a una anchura que abarcaba 4 6 5 cartilagos y los cartilagos localizados en frente del
esofago se cortaron longitudinalmente para preparar secciones. Las secciones obtenidas del eséfago superior,
medio e inferior se emplearon como muestras de ensayo. Las muestras de ensayo se suspendieron en un tanque
Magnus (volumen: 20 ml; temperatura: 37 °C; carga: 0,5 g; aireacion con 0295 % y CO25 %). Como una solucion
fisiolégica, se usé solucion modificada de tampén de Krebs-Henseleit (Sigma). La reaccién se registrd en el
registrador R-64 M (Rika Denki) mediante un amplificador RMP-6004 (Nihon Kohden Corporation) usando un
transductor |sometr|co (TB-611T, Nihon Kohden Corporation). Después de establllzarse la constncmon inducida por
Carbacol (3 x 107 M), se realizé administracion acumulativa de peptldo 12 (10° M a 3 x 10° M) y se realizaron
administraciones sencillas de péptido 21 y de péptido 23 (3 x 10°® M). Despues de la medicion, se administré
isoproterenol (10 N M), el valor obtenido en este momento se determind que era “100 % de relajacion” y el grado de
relajacion para cada sustancia de ensayo se determiné basandose en el mismo. Esto demuestra que los péptidos
12, 21 y 23 tenian un efecto dependiente de adiciéon de péptidos aparente de relajar la trdquea como se muestra en
la Figura 4.

[Ejemplo 13] Efecto de inducir formacién de neuritas

El efecto de los péptidos 1, 4, 12, 21 y 23 para inducir formacién de neuritas se ensay6 de la manera descrita a
continuacioén. Se cultivaron células PC-12 en medio esencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia
suero de caballo 5 % y suero de ternero fetal 5 % en presencia de CO2 5 % y aire 95 % a 37 °C. Las células se
separaron del matraz de cultivo con la ayuda de tripsina, se contaron usando un citometro y después la
concentracion se ajusté a 1,0 x 10* células/ml. Se afiadio el medio liquido que contenia células a una placa de 24
pocillos recubierta con colageno de tipo IV Biocoat en cantidades de 1 ml cada uno y después se cultivd en
presencia de CO2 5 % y aire 95 % a 37 °C durante 24 horas. El medio se reemplazd 24 horas después y se
afadieron los péptidos (100 nM) en ese momento. El resultante se cultivé continuamente durante 3 dias y después
se fotografio. La Figura 5 muestra las fotografias. La escala en cada fotografia representa 100 nm. Como se muestra
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en las fotografias, los péptidos 4, 12, 21 y 23 indujeron significativamente formacion de neuritas en comparacion con
el caso de control (una muestra de ensayo sin péptido) y péptido 1 (VIP de tipo silvestre).

[Ejemplo 14] Efecto neuroprotector

Ya se ha verificado que un prién normal se transforma a un prién anémalo mediante conversién conformacional (J.
Neurochem, 2000, vol. 75, pag. 2536-2545). Por lo tanto, la muerte celular causada por plegamiento anémalo de la
proteina pridnica (106-126) se examiné usando células PC12 derivadas de feocromocitoma de rata, que se usan
como un modelo para investigar el cerebro y el sistema nervioso. Las células PC12 se cultivaron en medio esencial
minimo modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia suero de caballo al 5 % y suero de ternero fetal al 5 % en
presencia de CO2 5 % y aire 95 % a 37 °C. Las células PC12 se separaron del matraz de cultivo con ayuda de
tripsina y después se cultivaron en una placa de cultivo de 96 pocillos (104 células/pocillo). Se afiadieron priones
(106-126, 50 MM, American Peptide Company Inc.) y neuropéptidos 107 M (péptidos 1, 4, 12, 21y 23) a las células
PC12 cultivadas, se calcularon las cuentas de células viables por ensayo de WST-8 y se cuantific el grado de
efecto neuroprotector contra priones anémalos (PrP 106-126). Los resultados se muestran en la Figura 6. Las
cuentas de células viables del péptido 1 (VIP de tipo silvestre) fueron significativamente mayores que las de
muestras de ensayo que no contenian péptido (##, P < 0,01) y el péptido 1 mostré efectos neuroprotectores
significativos. Ademas, los efectos neuroprotectores de los péptidos 4, 12, 21 y 23 fueron significativamente mayores
que los del péptido 1 (**, P < 0,01).

[Ejemplo 15] Produccién de formulacién para fabricar formulacion de inhalacién y gotas nasales

La formulacién para fabricar formulacién de inhalacién y gotas nasales se produjo basicamente de acuerdo con el
método para producir formulaciones en polvo descrita en la Publicacion de patente Japonesa (Kokai) N° 2003-
34652.

Condiciones para molienda

Equipamiento usado: Molino de chorro A-O (Chongjin Enterprise Co., Ltd.)
Medio para suministrar materiales: ~ Alimentador automatico

Presion de aire de suministro: 6,0 kglcm* G

Presién de aire de molienda: 6,5 kg/cm” G

Recogida de polvo: Bolsa de recogida

En el método descrito anteriormente, los péptidos 4, 12, 21 y 23 se diluyeron con lactosa o eritritol. Se mezclaron
vehiculos de eritritol (diametro de particula medio de 70 nm) o vehiculos de lactosa (diametro de particula medio de
50 mm) con los mismos usando una bolsa no electrificada en una relaciéon de producto finamente molido: vehiculo de
0,4:1.

[Ejemplo 16] Produccion de colirio

Neuropéptido 10 mg
Acido borico 700 mg
Borato sodico Cantidad adecuada
Cloruro sodico 500 mg
Hidroximetilcelulosa 0,5 mg
Edetato sadico 0,005 mg
pH 7,0
Agua purificada esterilizada | Equilibrio (100 ml en total)

Se calento agua purificada esterilizada (80 ml) a aproximadamente 80 °C, se afiadié hidroximetilcelulosa a la misma,
la mezcla resultante se agité y la temperatura del liquido se enfri6 a temperatura ambiente. Se afiadieron
neuropéptido, cloruro sédico, acido bdrico, edetato sddico y cloruro de benzalconio y se disolvieron en el liquido
anterior. Se afiadié una cantidad adecuada de borato sédico para llevar el nivel de pH a 7,0. La cantidad total de la
solucion se ajustd de forma precisa a 100 ml con la adiciéon de agua purificada esterilizada.

Los péptidos 4, 12, 21 y 23 se emplearon como neuropéptidos.

[Ejemplo 17] Produccion de preparacion de inyeccion

Neuropéptido 10 mg

Cloruro sédico 900 mg

Hidréxido sodico 1N cantidad adecuada

Agua destilada para inyeccion equilibrio (100 ml en total)

Estos ingredientes se mezclaron de forma aséptica de acuerdo con una técnica convencional para preparar
preparaciones de inyeccion. Los péptidos 4, 12, 21 y 23 se emplearon como neuropéptidos.
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Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas en este documento se incorporan en este

documento por referencia en su totalidad.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede proporcionar un derivado de PACAP/VIP que puede almacenarse durante un largo
periodo de tiempo y puede evitar efectos secundarios inesperados resultantes de la generacidon de productos

secundarios.

Texto libre de lista de secuencias

SEC ID Ne°: 1: péptido sintético
SEC ID Ne°: 2: péptido sintético
SEC ID Ne: 3: péptido sintético
SEC ID N°: 4: péptido sintético
SEC ID Ne: 5: péptido sintético
SEC ID Ne°: 6: péptido sintético
SEC ID Ne: 7: péptido sintético
8

SEC ID Ne: 8: péptido sintético

SEC ID Ne°: 9: péptido sintético

SEC ID N°: 10: péptido sintético
SEC ID N°: 11: péptido sintético
SEC ID N°: 12: péptido sintético
SEC ID N°: 13: péptido sintético
SEC ID N°: 14: péptido sintético
SEC ID N°: 15: péptido sintético
SEC ID N°: 16: péptido sintético
SEC ID N°: 17: péptido sintético
SEC ID N°: 18: péptido sintético
SEC ID N°: 19: péptido sintético
SEC ID N°: 20: péptido sintético
SEC ID N°: 21: péptido sintético
SEC ID Ne°: 22: péptido sintético
SEC ID Ne°: 23: péptido sintético
SEC ID N°: 24: péptido sintético
SEC ID Ne: 25: péptido sintético
SEC ID N°: 26: péptido sintético
SEC ID Ne°: 27: péptido sintético
SEC ID N°: 28: péptido sintético
SEC ID N°: 29: péptido sintético
SEC ID N°: 30: péptido sintético
SEC ID N°: 31: péptido sintético
SEC ID Ne°: 32: péptido sintético
SEC ID Ne°: 33: péptido sintético
SEC ID N°: 34: péptido sintético

LISTA DE SECUENCIAS

<110> ITOHAM FOODS INC.

<120> Un péptido y una composiciéon farmacéutica que contiene el péptido

<130> PH-1938-PCT

<150> JP2002/344523
<151> 27-11-2002

<160> 34

<170> Patentln Ver. 2. 0
<210>1

<211> 27

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

ES 2368565 T3
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> VARIANTE
<222> (5)

<223> Xaa = Val o lle

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)

<223> Xaa = Asp, Glu o Ala

<220>

<221> VARIANTE
<222> (9)

<223> Xaa = Asn o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)

<223> Xaa = Thr o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (13)

<223> Xaa = Leu o Tyr

<220>

<221> VARIANTE
<222> (15)

<223> Xaa = Lys o Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (17)

<223> Xaa = Leu o nLeu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)

<223> Xaa = Lys o Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (21)

<223> Xaa = Lys o Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (26)

<223> Xaa = lle o Val

<220>
<221> VARIANTE
<222> (27)

<223> Xaa= Leu, Leu-Asn, Leu-Gly , Leu-Gly-Lys, Leu-Gly-Arg , Leu-Gly-Lys-Lys , Leu-Gly-Lys-Arg , Leu-Gly-Arg-
Arg, Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys-GIn-Arg-Val-Lys-Asn-Lys o Leu-Gly-Arg-Arg-Tyr-Arg-GIn-Arg-Val-Arg-Asn-Arg

<400> 1
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His Ser Asp Ala Xaa Phe Thr Xaa Xaa Tyr Xaa Arg Xaa Arg Xaa Gln

1 b 10 15
Xaa Ala Val Xaa Xaa Tyr Leu Ala Ala Xaa Xaa
20 25
<210>2
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético
<220>
<221> MOD_RES
<222> (28)

<223> AMIDACION

<400> 2

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asno
20 . 25

<210> 3

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (27)

<223> AMIDACION

<400> 3

20
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His Ser Asp Gly Iie Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gin
1 ' ) 10 19

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25

<210> 4

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)

<223> AMIDACION

<400> 4

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Lys Arg Tyr Lys
20 25 30

Gln Arg Val Lys Asn Lys
35

<210>5

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (31)

<223> AMIDACION

<400> 5
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Ris Ser Asp Ala VYal Phe Thr Asp Asm Tyr Thr Areg Leu Arg Arg Gln

] 5

10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn Gly Arg Arg

20 25

<210> 6

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 6

30

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln

1 9

10 15

Leu Ala Yal Arg Arg'Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg

20 25

<210>7

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)

<223> AMIDACION

<400>7
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His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln
1 ) 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tvr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg Tvr Arg
20 25 30

Gln Arg Val Arg Asn Arg
35

<210> 8

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (25)

<223> AMIDACION

<400> 8

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gin
1 5 10 i5

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser
20 25

<210>9

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17)

<223> OXIDACION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (25)

<223> AMIDACION

<400> 9
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

Met Ala Yal Lys Lys Tyr Leu Asn Ser

<210> 10

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 10

20

25

10

15

His Ser Asp Ala Val Phe.Ihr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

b

Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu

<210> 11

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 11

24
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Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu

<210> 12

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (28)

<223> AMIDACION

<400> 12

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

i

Leﬁ Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Asn

<210> 13

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

%

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 13

25

25

10

10

15
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln

1

Leu Ala Yal Arg Arg Tvr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg

<210> 14

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

5

ES 2368565 T3

20

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> ACETILACION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 14

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gin

l

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala 1le Leu Gly Arg Arg

<210> 15

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> LiPIDO
<222> (1)

<223> ESTEARATO

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

26
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<400> 15

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
l 5 : 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg
20 25 30

<210> 16
<211> 30

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<400> 16
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Glno
1 5 10 15

Leu Ala Val Are Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg
20 25 30

<210> 17

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>
<221> SITIO
<222> (17)
<223> Nle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 17
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln

i 2 10 15

Xaa Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg
20 25 - 30

<210> 18
<211> 28

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (28)

<223> AMIDACION

<400> 18

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln

] 0 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly
20 25

<210> 19

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)

<223> AMIDACION

<400> 19
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His Ser Asp Ala VYal Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 5 10 5

_ Léu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Lys
20 25

<210> 20

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)

<223> AMIDACION

<400> 20
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 5 0 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg
20 25

20

25

30

<210> 21

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 21
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 5 : 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Giy Lys Arg
20 25 30

<210> 22

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 22

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala 1le Leu Gly Arg &fg
20 25 30

<210> 23

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 23
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gla
1 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu
20

<210> 24

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 24
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Ala Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 B 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg
20 25 30

20

25

30

<210> 25

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 25
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Ala Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
i 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tvr Leu
' 20

<210> 26

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 26

His Ser Asp Ala Val Phe Ihr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Arg Gln
1 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg
20 25 30

<210> 27

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 27
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His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln
1 5 ' 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg
20 : 25 30

<210> 28

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 28

His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tvr Arg Arg Gln
1 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg
' 20 25 30

20

25

30

35

<210> 29

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> ACETILACION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> AMIDACION

<400> 29
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His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln

1 b 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg
20 25 30

<210> 30

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)

<223> AMIDACION

<400> 30

His Ser Asp Ala Ile Phe.Ihr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gin
1 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Val Leu Gly Arg Arg Tvr Arg
20 25 . 30

Gln Arg Val Arg Asn Arg
35

<210> 31

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)

<223> AMIDACION

<400> 31
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His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tvr Arg Arg Gln
| 5 10 15

Leu Ala Yal Arg Arg Tyr Leu Ala Ala Ile Leu Gly Arg Arg Tyr Arg
20 25 30

Gin Arg Yal Arg Asn Arg
35

<210> 32

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 32

His Ser Asp Ala lle Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln
1 ) 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu
20 '

<210> 33

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> ACETILACION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (23)

<223> AMIDACION

<400> 33
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His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln
i ' 5 10 15

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Leu
20

<210> 34
5 <211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
10 <223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido Sintético

<220>
<221> MOD_RES
<222> (23)

15  <223> AMIDACION

<400> 34

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Arg Gln

Leu Ala Val Arg Arg Tyr Lew
20

20
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por férmula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma:

His-Ser-Asp-Ala-A-Phe-Thr-B-C-Tyr-D-Arg-E-Arg-F-Gln-G-Ala-Val-H-I-Tyr-
Leu-Ala-Ala-J-K-L (SEQ ID NO: 1) M

en la que A representa Val o lle; B representa Asp, Glu o Ala; C representa Asn o Ser; D representa Thr o Ser; E
representa Leu o Tyr; F, H e | representan cada uno de forma independiente Lys o Arg; G representa Leu o nLeu; J
representa lle o Val; K representa Leu-Gly-Lys-Lys, Leu-Gly-Lys-Arg o Leu-Gly-Arg-Arg; y L representa un resto del
grupo carboxilo a del aminoacido C terminal que puede modificarse; es decir, -NHz o -OH; a condicion de que el
péptido no sea un péptido representado por la formula (II):

H-His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-X,-Gln-X;-
Ala-Val-X3-X4-Tyr-Leu-X;s-Xg (II)

en la que X4, X3 y X4 representan Lys o Arg, respectivamente; X, representa Met, Leu o nLeu; Xs representa un
enlace quimico, Asn, Asn-Ser, Asn-Ser-lle, Asn-Ser-lle-Leu o Asn-Ser-lle-Leu-Asn-X7 (en la que X7 representa un
enlace quimico, Gly, Gly.-Lys, Gly.-Lys-Arg, Gly.-Arg o Gly.-Arg-Arg); Xs representa -OH o -NH,, siempre que,
cuando X1, X3y X4 son Lys, Xs es Asn-Ser-lle-Leu-Asn-X7, X7 es un enlace quimico y Xs es -NHy, entonces X;
representa Leu o nLeu.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa Val; C representa Asn; D representa Thr; y E representa Leu.

3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa lle; C representa Ser; D representa Ser; y E representa Tyr.

4. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa Val; B representa Asp; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno de forma independiente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-Arg-
Arg; y L representa -NHa.

5. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa Val; B representa Glu; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno de forma independiente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-Arg-
Arg; y L representa -NHa.

6. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa Val; B representa Ala; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno de forma independiente Arg; G representa Leu; J representa lle; K representa Leu-Gly-Arg-
Arg; y L representa -NHo.

7. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa Val; B representa Asp; C representa Asn; D representa Thr; E representa Leu; F, H e |
representan cada uno de forma independiente Arg; G representa Leu; J representa Val; K representa Leu-Gly-Arg-
Arg; y L representa -NHa.

8. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que, en
férmula (1), A representa lle; B representa Asp; C representa Ser; D representa Ser; E representa a Tyr; F, H e |
representan cada uno de forma independiente Arg; G representa Leu; J representa Val; K representa Leu-Gly-Arg-
Arg; y L representa -NHa.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende el péptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en una cantidad de al
menos 50 % en peso basandose en el péptido biolégicamente activo completo como un ingrediente activo.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9 6 10 para el uso en el tratamiento de una o mas
enfermedades o sintomas seleccionados de trastornos cerebrovasculares isquémicos incluyendo embolia cerebral y
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trombosis cerebral, enfermedades que provocan toxicidad para el sistema nervioso central o periférico,
enfermedades conformacionales, enfermedades neurodegenerativas, alopecia, disfuncion eréctil, demencia,
insuficiencia renal, enfermedades degenerativas del nervio éptico incluyendo atrofia del nervio éptico y neuropatia
optica isquémica y enfermedades degenerativas retinales, para mejorar el flujo sanguineo, para relajar el musculo
liso bronquial o para inhibir el movimiento en el tracto gastrointestinal.

12. Uso del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir una o mas enfermedades o
sintomas seleccionados de trastornos cerebrovasculares isquémicos incluyendo embolia cerebral y trombosis
cerebral, enfermedades que provocan toxicidad para el sistema nervioso central o periférico, isquemia
cerebrovascular, trombosis, enfermedades conformacionales, enfermedades neurodegenerativas, alopecia,
disfuncion eréctil, demencia, insuficiencia renal, enfermedades degenerativas del nervio éptico incluyendo atrofia del
nervio optico y neuropatia éptica isquémica y enfermedades degenerativas retinales, para mejorar el flujo sanguineo,
para relajar el musculo liso bronquial o para inhibir el movimiento en el tracto gastrointestinal.
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Fig. 3
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