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DESCRIPCION
Polipéptidos hibridos con propiedades seleccionables
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con quimica de péptidos y mas particularmente con polipéptidos hibridos con
propiedades seleccionables.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La regulacion de los niveles de insulina y glucemia es primordial para muchas enfermedades y trastornos
metabdlicos. La secrecién de insulina esta modulada en parte por hormonas secretagogas, denominadas incretinas,
producidas por células enteroendocrinas. La hormona incretina, péptido 1 similar a glucagén (“GLP-1"), es una
hormona peptidica secretada por células intestinales que, en multiples estudios, se ha demostrado que produce un
efecto potenciador sobre la secrecion de insulina. EI GLP-1 se procesa a partir de proglucagén en el intestino y
potencia la liberacion de insulina inducida por nutrientes (Krcymann B., et al., Lancet, 2: 1300-1303 (1987)). Se sabe
que diversas formas truncadas de GLP-1 estimulan la secrecién de insulina (accién insulinotrépica) y la formacion de
AMPc [véase, por ejemplo, Mojsov, S., Int. J. Pep. Pro. Res., 40: 333-343 (1992)]. Se ha establecido una relacion
entre los diversos experimentos de laboratorio realizados in vitro y las respuestas insulinotropicas en mamiferos,
especialmente en seres humanos, con la administracion exégena de GLP-1, GLP-1(7-36) amida (SEC ID N°: 61) y
GLP-1(7-37) acido (SEC ID N°: 204) (véase, por ejemplo, Nauck, M. A., et al., Diabetologia, 36: 741-744 (1993);
Gutniak, M., et al., New Eng. J. of Med., 326(20): 1316-1322 (1992); Nauck, M. A., et al., J. Clin. Invest., 91: 301-307
(1993); y Thorens, B., et al., Diabetes, 42: 1219-1225 (1993)).

El GLP-1(7-36) amida (SEC ID N° 61) ejerce un efecto antidiabetogénico pronunciado en diabéticos
insulinodependientes estimulando la sensibilidad a la insulina y potenciando la liberacion de insulina inducida por
glucosa a concentraciones fisiolégicas (Gutniak M., et al., New Eng. J. Med., 326: 1316-1322 (1992)). Cuando se
administra a diabéticos no insulinodependientes, el GLP-1(7-36) amida (SEC ID N° 61) estimula la liberacion de
insulina, disminuye la secrecién de glucagon, inhibe el vaciado gastrico y potencia la utilizacion de la glucosa
(Nauck, 1993; Gutniak, 1992; Nauck, 1993). Sin embargo, el uso de moléculas de tipo GLP-1 durante una terapia de
diabetes prolongada se ha complicado dado que la semivida en suero de dichos péptidos es bastante corta.

Mas particularmente, el GLP-1 es un péptido de 30 aminoacidos derivado del proglucagén, una prohormona de 160
aminoacidos. Las acciones de diferentes convertasas prohormonales en el pancreas y en el intestino dan como
resultado la produccién de glucagén y de otros péptidos mal definidos, mientras que la escision del proglucagén da
como resultado la produccién de GLP-1 y GLP-2 asi como de otros dos péptidos. La secuencia de aminoacidos de
GLP-1 es 100 % homologa en todos los mamiferos hasta ahora estudiados, lo que implica un papel fisiolégico
critico. EI GLP-1 (7-37) acido esta truncado y amidado en el extremo C para formar GLP-1 (7-36) NH, (SEC ID N°:
61). Los efectos biolégicos y la renovacion metabolica del GLP-1 (7-37) OH libre de acido (SEC ID N°; 204), y la
amida, GLP-1 (7-36) NH (SEC ID N°: 61), son indistinguibles. Por convencién, la numeracién de los aminoacidos se
basa en el GLP-1 (1-37) OH (SEC ID N°: 59) procesado a partir del proglucagén. El GLP-1 biolégicamente activo es
el resultado de un procesamiento adicional: GLP-1 (7-36) NH, (SEC ID N°: 61). Por tanto, el primer aminoacido de
GLP-1 (7-37) OH (SEC ID N°: 204) 0 GLP-1 (7-36) NH, (SEC ID N°: 61) es ’His.

En el tracto gastrointestinal, el GLP-1 lo producen las células L de la mucosa intestinal, colénica y rectal, en
respuesta a la estimulacién por la glucosa intraluminal. La semivida en plasma del GLP-1 activo es < 5 minutos y su
tasa de eliminacién metabdlica es de aproximadamente 12-13 minutos (Holst, Gastroenterology 107(6): 1848-55
(1994)). La principal proteasa implicada en el metabolismo del GLP-1 es la dipeptidil peptidasa (DPP) IV (CD26) que
escinde el dipéptido His-Ala N terminal, produciendo de este modo metabolitos, GLP-1 (9-37) OH (SEC ID N°: 205) o
GLP-1 (9-36) NH» (SEC ID N°: 206) que se describen de diversos modos como antagonistas o agonistas inactivos,
débiles, del receptor de GLP-1. El receptor de GLP-1 (GLP-1R) es un receptor acoplado a la proteina G de 463
aminoacidos y se localiza en las células beta pancreaticas, en los pulmones, y a un menor grado en el cerebro,
tejido adiposo vy rifiones. La estimulacién de GLP-1R por GLP-1 (7-37) OH (SEC ID N°: 204) o GLP-1 (7-36)NH;
(SEC ID Ne°: 61) da como resultado la activacion de la adenilato ciclasa, la sintesis de AMPc, la despolarizacion de la
membrana, el aumento del calcio intracelular y el aumento de la secrecién de insulina inducida por glucosa (Holz et
al., J. Biol. Chem. 270(30): 17749-57 (1995)).

El GLP-1 es un fuerte secretagogo de insulina que se secreta a partir de la mucosa intestinal en respuesta a la
ingesta de alimento. El efecto profundo de la incretina de GLP-1 esta acentuado por el hecho de que ratones GLP-
1R genosuprimidos (knockout) son intolerantes a la glucosa. La respuesta de la incretina del GLP-1 infundido i.v. se
preserva en sujetos diabéticos, aunque la respuesta de la incretina a la glucosa oral en estos pacientes esta
comprometida. La administraciéon de GLP-1 por infusién o por inyecciones s.c. controla los niveles de la glucosa en
ayunas en los pacientes diabéticos y mantiene el umbral de glucosa para la secrecion de la insulina (Gutniak et al.,
N. Engl. J. Med. 326: 1316-22 (1992); Nauck et al., Diabet. Med. 13:(9 Suppl 5):S39-S43 (1996); Nauck et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 76: 912-917 (1993)). El GLP-1 ha mostrado un tremendo potencial como un agente terapéutico
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capaz de aumentar la secrecion de insulina de una manera fisioldgica, al mismo tiempo que evita la hipoglucemia
asociada con farmacos de sulfonilurea.

Otros efectos importantes del GLP-1 sobre la homeostasis de la glucosa son la supresion de la secrecion de
glucagén y la inhibicion de la motilidad gastrica. Las acciones inhibidoras del GLP-1 sobre la seleccion de células
alfa pancreaticas de glucagon conducen a disminuir la produccion de glucosa hepatica mediante la reduccion de la
gluconeogénesis y la glucogenolisis. Este efecto antiglucagén del GLP-1 esta preservado en pacientes diabéticos.

El efecto denominado freno ileal del GLP-1, en el que tanto la motilidad como la secrecidn gastrica estan inhibidas,
se efectlia mediante receptores eferentes vagales o por accion directa sobre el musculo liso intestinal. La reduccién
de la secrecién de acido gastrico por GLP-1 contribuye a una fase de latencia en la disponibilidad de nutrientes,
obviando por tanto la necesidad de una respuesta rapida a la insulina. En resumen, los efectos gastrointestinales del
GLP-1 contribuyen significativamente a retrasar la absorcion de glucosa y acidos grasos y a modular la secrecion de
insulina y la homeostasis de la glucosa.

También se ha observado que el GLP-1 induce genes especificos de células beta, tales como el transportador de
GLUT-1, insulina (mediante la interaccion de PDX-1 con el promotor del gen de insulina) y hexoquinasa-1. Por tanto,
el GLP-1 invertiria potencialmente la intolerancia a la glucosa normalmente asociada con el envejecimiento, como lo
demuestran experimentos realizados con roedores. Ademas, el GLP-1 puede contribuir a la neogénesis de células
beta y a aumentar la masa de células beta, ademas de reestablecer la funcién de las células beta durante estados
de insuficiencia de células beta.

Los efectos fundamentales del GLP-1 incluyen aumentos en la saciedad junto con disminuciones en la ingesta de
alimento, efectuado mediante la accién del GLP-1R hipotalamico. Una infusién SC continua durante 48 horas de
GLP-1 en sujetos con diabetes de tipo I, disminuye el apetito y la ingesta de alimento y aumenta la saciedad. Estos
efectos anoréxicos estan ausentes en ratones GLP-1R genosuprimidos (knockout).

Las exendinas son otra familia de péptidos implicada en la secrecion de insulina. Las exendinas se encuentran en la
saliva del monstruo de Gila, un lagarto endégeno de Arizona, y del Lagarto Moteado Mexicano. La exendina-3 esta
presente en la saliva de Heloderma horridum, y la exendina-4 esta presente en la saliva de Heloderma suspectum
(Eng, J., et al., J. Biol. Chem., 265: 20259-62, 1990; Eng., J., et al., J. Biol. Chem., 267: 7402-05 (1992)). Las
exendinas tienen cierta similitud de secuencia con diversos miembros de la familia de péptidos similares a glucagoén,
siendo del 53 % la identidad mas alta para el GLP-1 (Goke, et al., J. Biol. Chem., 268: 19650-55 (1993)).

La exendina-4 se une a los receptores de GLP-1 en células TC1 secretoras de insulina, en células acinares
dispersas de pancreas de cobaya, y en células parietales estomacales; el péptido también estimula la liberacién de
somatostatina e inhibe la liberacién de gastrina en estémagos aislados (Goke, et al., J. Biol. Chem., 268: 19650-55
(1993); Schepp, et al., Eur. J. Pharmacol., 69: 183-91 (1994); Eissele, et al., Life Sci., 55: 629-34 (1994)). Se
descubrié que, tanto la exendina-3 como la exendina-4, se unian a receptores de GLP-1, estimulando la produccién
de AMPc en, y liberando amilasa de, en células acinares pancreaticas (Malhotra, R., et al., Relulatory Peptides, 41:
149-56 (1992); Raufman, et al., J. Biol. Chem., 267: 21432-37 (1992); Singh, et al., Regul. Pept., 53: 47-59 (1994)).
Se ha propuesto el uso de las actividades insulinotrépicas de la exendina-3 y de la exendina-4 para el tratamiento de
la diabetes mellitus y para la prevencion de la hiperglucemia (Eng, Patente de Estados Unidos N° 5.424.286).

Se ha indicado que los péptidos truncados de la exendina, tales como exendina[9-39], una molécula
carboxiamidada, y los fragmentos 3-39 a 9-39 son antagonistas fuertes y selectivos de GLP-1 (Goke, et al., J. Biol.
Chem., 268: 19650-55 (1993); Raufman, J. P., et al., J. Biol. Chem., 266: 2897-902 (1991); Schepp, W., et al., Eur. J.
Pharm., 269: 183-91 (1994); Montrose-Rafizadeh, et al., Diabetes, 45(Suppl. 2): 152A (1996)). La exendina[9-39]
(SEC ID N°: 207) bloquea al GLP-1 endégeno in vivo, dando como resultado la secrecién de insulina reducida
(Wang, et al., J. Clin. Invest., 95: 417-21 (1995); D’Alessio, et al., J. Clin. Invest., 97:1 33-38 (1996)). El receptor
aparentemente responsable del efecto insulinotropico de GLP-1 se ha clonado de células de los islotes pancreaticos
de rata (Thorens, B., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8641-8645 (1992)). Las exendinas y la exendina[9-39] se unen
al receptor de GLP-1 clonado (receptor de GLP-1 de células pancreaticas de rata: Fehmann HC, et al., Peptides, 15
(3): 453-6 (1994); receptor de GLP-1 humano: Thorens B, et al., Diabetes, 42 (11): 1678-82 (1993)). En células
transfectadas con el receptor de GLP-1 clonado, la exendina-4 es una agonista, es decir, aumenta el AMPc,
mientras que la exendina[9-39] (SEC ID N°: 207) es una antagonista, es decir, bloquea las acciones estimuladoras
de la exendina-4 y del GLP-1. Id.

Mas particularmente, la exendina-4 es un péptido amidado C terminal de 39 aminoacidos encontrado en la saliva del
Monstruo de Gila (Heloderma suspectum), con una identidad de secuencia de aminoacidos de 53 % con la
secuencia peptidica de GLP-1. Véase, por ejemplo, Eng, J., et al. “Isolation and Characterization of Exendina-4, and
Exendin-3 Analogue from Heloderma suspectum Venom”, J. Bio. Chem., 267: 11, pags. 7402-7405 (1992), Young,
A. A., et al., “Glucose-Lowering and Insulin-Sensitizing Actions of Exendina-4", Diabetes, Vol. 48, p. 1026-1034, May,
1999. En cuanto a su actividad, la exendina-4 es un agonista altamente especifico para el receptor de GLP-1, y, al
igual que el GLP-1, puede estimular la secrecion de insulina. Por lo tanto, al igual que el GLP-1, la exendina-4 se
considera que es un péptido insulinotrépico.
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Sin embargo, a diferencia del GLP-1, la exendina-4 tiene una semivida relativamente larga en seres humanos,
debido a su resistencia a la dipeptidil peptidasa IV que degrada rapidamente la secuencia del GLP-1 in vivo.
Ademas, se ha observado que, cuando se compara con GLP-1, la exendina-4 tiene una capacidad mas fuerte para
estimular la secrecion de insulina, y que puede usarse una menor concentracion de exendina-4 para obtener dicha
actividad estimuladora. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.424.286, incorporada en el presente
documento por referencia. Por lo tanto, los péptidos de exendina-4 o sus derivados (para ejemplos de dichos
derivados, véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.528.486, incorporada en el presente documento
por referencia, y su solicitud internacional WO 01/04156 correspondiente) tienen una mayor posible utilidad para el
tratamiento de afecciones que implican la desregulacién de los niveles de insulina (por ejemplo, afecciones tales
como diabetes) que cualquiera de insulina o0 GLP-1.

Otra familia de hormonas peptidicas implicada en enfermedades y trastornos metabdlicos es la familia de hormonas
peptidicas de la amilina, que incluyen amilina, calcitonina, péptido relacionado con el gen de la calcitonina,
adrenomedulina e intermedina (también conocida como “AFP-6"). La amilina es una hormona peptidica de 37
aminoacidos. Esta se aislo, se purificd y se caracterizé quimicamente como el componente principal de depésitos
amiloideos en los islotes de pancreas de seres humanos con diabetes de Tipo 2 (Cooper et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 84: 8628-8632 (1987)). La molécula de amilina tiene dos modificaciones postraduccionales: el extremo C
esta amidado y las cisteinas de las posiciones 2 y 7 estan entrecruzadas para formar un bucle N terminal. La
secuencia de la fase de lectura abierta del gen de la amilina humana muestra la presencia de la sefial de escisién
proteolitica de aminoacidos dibasicos Lys-Arg, antes del codén N terminal de Lys, y la Gly antes de la sefial
proteolitica de Lys-Arg en la posicién terminal CLAIMS, una secuencia tipica para la amidacion mediante la enzima
de amidacion de proteinas, PAM (Cooper et al., Biochem. Biophys. Acta, 1014: 247-258 (1989)).

Se piensa que la amilina regula el vaciado gastrico y que suprime la secrecion de glucagoén y la ingesta de alimento,
regulando de este modo la tasa de aparicidn de la glucosa en la circulacion. Parece complementar las acciones de la
insulina, que regula la tasa de desaparicion de la glucosa de la circulacion y su captacion por tejidos periféricos.
Estas acciones se confirman mediante hallazgos experimentales realizados en roedores y en seres humanos, que
indican que la amilina complementa los efectos de la insulina en el control de la glucosa postprandial mediante al
menos tres mecanismos independientes, todos ellos afectando a la tasa de aparicion de la glucosa. En primer lugar,
la amilina suprime la secreciéon de glucagén postprandial. En comparaciéon con adultos sanos, los pacientes con
diabetes de tipo 1 no tienen amilina en la circulacion y los pacientes con diabetes de tipo 2 tienen concentraciones
disminuidas de amilina postprandial. Ademas, la infusion de un anticuerpo monoclonal especifico de amilina, que se
unié a la amilina en circulacién, de nuevo dio como resultado concentraciones de glucagén enormemente elevadas
en relacion con controles. Estos dos resultados apuntan a un papel fisioldgico de la amilina endégena en la
regulacion de la secrecion de glucagon postprandial. En segundo lugar, la amilina muestra motilidad gastrointestinal
y vaciado gastrico. Finalmente, se mostré6 que inyecciones intrahipotalamicas de amilina de rata reducian la
alimentacion en ratas y alteraban el metabolismo neurotransmisor en el hipotdlamo. En determinados estudios, la
ingesta de alimento se redujo significativamente durante hasta ocho horas después de una inyeccion
intrahipotalamica de amilina de rata y CGRP de rata. En ensayos clinicos humanos, se ha observado que, la
pramlintida, un analogo de la amilina, reduce el peso o el aumento de peso. La amilina puede ser beneficiosa en el
tratamiento de afecciones metabdlicas, tales como diabetes y obesidad. La amilina también puede usarse para tratar
el dolor, los trastornos 6seos, la gastritis, para modular lipidos, en particular triglicéridos, o puede afectar a la
composicion corporal, tal como a la pérdida preferencial de grasa y moderada de tejido magro.

La hormona calcitonina (CT) recibio este nombre por su secrecién en respuesta a la hipercalcemia inducida y por su
rapido efecto hipocalcémico. Las células neuroendocrinas del tiroides producen y secretan esta hormona, por lo que
se han denominado células C. La accion mejor estudiada de la CT(1-32) (SEC ID N°: 48) es su efecto en los
osteoclastos. Los efectos in vitro de la CT incluyen la rapida pérdida de bordes erizados y la liberacion disminuida de
enzimas lisosomales. Finalmente, la inhibicion de las funciones de los osteoclastos a través de la CT da como
resultado una disminucién de la reabsorcion dsea. Sin embargo, ni una reduccion crénica de la CT en suero, en el
caso de tiroidectomia, ni el aumento de la CT en suero, encontrado en cancer medular tiroideo, parece estar
asociado con cambios en el calcio en suero o en la masa ésea. Es por tanto mas probable que una funcién principal
de la CT(1-32) (SEC ID N°: 48) sea combatir la hipercalcemia aguda en situaciones de emergencia y/o proteger el
esqueleto durante periodos de “estrés de calcio” tales como crecimiento, gestacion y lactancia (Reviewed in Becker,
JCEM, 89(4): 1512-1525 (2004) and Sexton, Current Medicinal Chemistry 6: 1067-1093 (1999)). De acuerdo con
estos datos recientes de ratones con genosupresion de calcitonina, que suprimen los dos péptidos, la calcitonina y el
CGRP-I, revelan que el raton tenia niveles normales de valores basales relacionados con calcio, aunque una
respuesta calcémica aumentada (Kurihara H, et al., Hypertens Res. 2003 Feb; 26 Suppl:S105-8). La CT tiene un
efecto sobre los niveles plasmaticos de calcio e inhibe la funcién de los osteoclastos y se usa ampliamente para el
tratamiento de la osteoporosis. Terapéuticamente, la calcitonina de salmén (sCT) parece aumentar la densidad 6sea
y disminuir las tasas de fracturas con efectos adversos minimos. La CT también se ha usado satisfactoriamente
durante los ultimos 25 afios como una terapia para la enfermedad 6sea de Paget, que es un trastorno esquelético
cronico que puede dar como resultado huesos alargados o deformes en una o mas regiones del esqueleto. La
calcitonina también se usa mucho por su efecto analgésico para el dolor 6éseo que se padece durante la
osteoporosis, aunque el mecanismo de este efecto no queda claro.
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El péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) es un neuropéptido cuyos receptores estan ampliamente
distribuidos en el organismo, incluyendo el sistema nervioso y el sistema cardiovascular. Este péptido parece
modular la neurotransmision sensorial y es uno de los péptidos vasodilatadores enddégenos mas potentes
descubiertos hasta ahora. Los efectos biologicos indicados del CGRP incluyen: modulacién de la sustancia P
durante la inflamacién, actividad de receptores nicotinicos en la conexién neuromuscular, estimulacion de la
secrecion de enzimas pancredticas, una reduccion de la secrecion de acido gastrico, vasodilatacion periférica,
aceleracion cardiaca, neuromodulacién, regulacién del metabolismo del calcio, estimulacion osteogénica, secreciéon
de insulina y aumento de la temperatura corporal y disminucion de la ingesta del alimento (Wimalawansa, Amylin,
calcitonin gene-related peptide, calcitonin and ADM: a peptide superfamily. Crit Rev Neurobiol. 1997; 11(2-3):167-
239). Un papel importante del CGRP es controlar el flujo sanguineo en diversos 6rganos a través de sus potentes
acciones vasodilatadoras, como lo demuestra la disminucion de la presiéon arterial media después de la
administracion intravenosa de a-CGRP. Las acciones vasodilatadoras también se confirman por andlisis recientes
efectuados en ratones homocigotos con genosupresion (knockout) de CGRP, que demuestran resistencia muscular
periférica elevada y alta presion arterial causada por el aumento de la actividad simpatica periférica (Kurihara H, et
al., Targeted disruption of ADM and aCGRP genes reveals their distinct biological roles. Hypertens Res. Feb de
2003; 26 Suppl: S105-8). Por tanto, parece que el CGRP provoca efectos vasodilatadores, efectos hipotensivos y un
aumento en la frecuencia cardiaca, entre otras acciones.

La infusion prolongada de CGRP en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva ha mostrado un efecto
beneficioso prolongado sobre las funciones hemodinamicas sin efectos adversos, lo que sugiere un uso en la
insuficiencia cardiaca. Otros sintomas del uso de CGRP incluyen insuficiencia renal, isquemia arterial coronaria
aguda y cronica, tratamiento de arritmia cardiaca, otras enfermedades vasculares periféricas tales como fendmeno
de Raynaud, hemorragia subaracnoidea, hipertension e hipertension pulmonar. Posiblemente, la toxemia
preeclamptica del embarazo y el parto prematuro también pueden tratarse (Wimalawansa, 1997). Recientes usos
terapéuticos incluyen el uso de antagonistas de CGRP para el tratamiento de cefaleas migrafiosas.

La adrenomedulina (ADM) se expresa de forma mas o menos ubicua en muchos mas tejidos que contienen el
péptido en comparacion con los que no. Una revision publicada de la ADM (Hinson, J. P. et al., Endocrine Reviews
(2000) 21(2): 138-167) detalla sus efectos sobre el sistema cardiovascular, el crecimiento celular, el sistema
nervioso central y el sistema endocrino, con una serie de acciones bioldgicas que incluye vasodilatacion, crecimiento
celular, regulacién de la secrecién hormonal y natriuresis. Estudios realizados en rata, gato, oveja y ser humano
confirman que la infusién intravenosa de ADM da como resultado una hipotension fuerte y prolongada, y es
comparable a la del CGRP. Sin embargo, el efecto hipotensivo de la ADM sobre la presién arterial media en ratas
anestesiadas no esta inhibida por el antagonista de CGRP, CGRPg.37 lo que sugiere que este efecto no esta
mediado a través de receptores de CGRP. La administracion aguda o crénica de ADM de ser humano en ratas,
anestesiadas, despiertas e hipertensas, da como resultado una disminucion significativa de la resistencia periférica
total acompafiada por una caida de la presiéon arterial, con un aumento simultaneo de la frecuencia cardiaca,
rendimiento cardiaco y volumen de impulso cardiaco.

La ADM también se ha propuesto como un factor importante en la embriogénesis y diferenciacion y como un factor
de supervivencia apoptotico para células endoteliales de rata. Esto se confirma mediante estudios recientes
realizados en ratones con genosupresion de ADM, en los que ratones homocigotos para la pérdida del gen de la
ADM demuestran formacion vascular defectuosa durante la embriogénesis y por tanto mueren a mitad de la
gestacién. Se notificd que ratones ADM +/- heterocigotos tenian presion arterial alta asi como susceptibilidad a
lesion tisular (Kurihara H, et al., Hypertens Res. 2003 Feb; 26 Suppl: S105-8).

La ADM afecta a 6rganos endocrinos tales como la pituitaria, la glandula adrenal, 6rganos reproductores y pancreas.
El péptido parece tener un papel en la inhibicién de la liberacion de ACTH de la pituitaria. En la glandula adrenal,
parece afectar a la actividad secretora de la corteza adrenal tanto en ser humano como en rata y aumenta el flujo
sanguineo adrenal, actuando como un vasodilatador en el lecho vascular adrenal en ratas intactas. También se ha
mostrado que la ADM esta presente en todo el tracto reproductor femenino y que los niveles plasmaticos son
elevados durante la gestacion normal. Estudios realizados en un modelo de preeclampsia en ratas, muestran que la
ADM puede invertir la hipertension y disminuir la mortalidad de las crias cuando se proporciona a las ratas durante la
gestacion tardia. Dado que esto no tuvo ningln efecto similar en animales durante la gestacion temprana o en ratas
no prefiadas en el modelo de preeclampsia, esto sugiere que la ADM puede desempefiar un papel regulador
importante en el sistema cardiovascular Uteroplacentario. En el pancreas, la ADM desempefia mas probablemente
un papel inhibidor debido a su respuesta atenuada y retardada a la insulina en una exposicién a glucosa oral, dando
como resultado niveles de glucosa iniciales elevados. La ADM también puede afectar a la funcion renal. Un bolo
administrado periféricamente puede reducir significativamente la presion arterial media y aumentar el flujo sanguineo
renal, la tasa de filtracion glomerular y el flujo de orina. En algunos casos, también hay un aumento de excrecién de
Na+.

La ADM también tiene otros efectos periféricos sobre el hueso y el pulmén. Para el hueso, estudios realizados han
confirmado un papel més alla del sistema cardiovascular y la homeostasis de fluidos y han demostrado que la ADM
actlia sobre osteoblastos fetales y adultos de roedores aumentando el crecimiento celular comparable con aquellos
factores de crecimiento de osteoblastos conocidos tales como el factor B de crecimiento transformante. Esto es
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clinicamente importante ya que uno de los principales retos en la investigaciéon de la osteoporosis es desarrollar una
terapia que aumente la masa ésea mediante estimulacién osteoblastica. En el pulmén, la ADM no solo causa
vasodilatacion pulmonar, sino que también inhibe la broncoconstriccién inducida por histamina o acetilcolilna.
Recientes estudios usando ADM en aerosol para tratar la hipertension pulmonar en un modelo de rata indican que el
tratamiento por inhalacion de esta afeccion es eficaz, como lo demuestra el hecho de que la presion arterial
pulmonar media y la resistencia pulmonar total estan notablemente disminuidas en ratas tratadas con ADM en
comparacion con aquellas a las que se proporciona solucién salina. Este resultado se obtuvo sin alterar la presién
arterial sistémica o la frecuencia cardiaca (Nagaya N et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2003; 285: H2125-31).

En voluntarios sanos, se ha mostrado que la infusion i.v. de ADM reducia la presion arterial y estimulaba la
frecuencia cardiaca, el rendimiento cardiaco, los niveles plasmaticos de AMPc, prolactina, norepinefrina y renina. En
estos pacientes, se observd escaso aumento, o ninguno, en el volumen de la orina o excrecion de sodio. En
pacientes con insuficiencia cardiaca o insuficiencia renal crénica, la ADM i.v. tuvo efectos similares a los observados
en sujetos normales y también indujo diuresis y natriuresis, dependiendo de la dosis administrada (Nicholls, MG et
al. Peptides. 2001; 22: 1745-1752). El tratamiento experimental con ADM también ha mostrado ser beneficioso en la
hipertensién arterial y pulmonar, choque séptico y lesién por isquemia/reperfusion (Beltowski J., Pol J Pharmacol.
2004; 56: 5-27). Otros sintomas para el tratamiento con ADM incluyen: enfermedad vascular periférica, hemorragia
subaracnoidea, hipertension, toxemia preeclamptica de la gestacion y parto prematuro y osteoporosis.

La expresion de AFP-6 (es decir, intermedina) se realiza principalmente en la pituitaria y en el tracto gastrointestinal.
No se ha notificado ningun receptor especifico de la AFP-6, sin embargo, estudios de unién indican que la AFP-6 se
une a todos los receptores conocidos de la Familia de Amilina. La AFP-6 se ha mostrado aumentar la produccion de
AMPc en células SK-N-MC y L6 que expresan receptores de CGRP endégenos y compite con el CGRP marcado por
la unién a sus receptores en estas células. En estudios publicados, realizados in vivo, la administracion de AFP-6
condujo a la reducciéon de la presion arterial tanto en ratas espontaneamente hipertensas como normales, mas
probablemente mediante interacciones con los receptores de CRLR/RAMP. La administracion in vivo en ratones
condujo a una supresion del vaciado gastrico y a la ingesta de alimento (Roh et al. J Biol Chem. 2004 Feb 20;
279(8): 7264-74).

Se ha notificado que las acciones bioldégicas de las hormonas peptidicas de la familia de la amilina estan
generalmente mediadas a través de la uniéon a dos receptores de tipo Il acoplados a la proteina G (GPCR)
estrechamente relacionados, al receptor de la calcitonina (CTR) y al receptor similar al receptor de la calcitonina
(CRLR). La clonacién y estudios funcionales han mostrado que el CGRP, la ADM y la amilina interaccionan con
diferentes combinaciones de CTR o de CRLR y de la proteina modificadora de la actividad del receptor (RAMP).
Muchas células expresan RAMP muiltiples. Se cree que para generar receptores funcionales para la calcitonina, el
CGRP, la ADM y la amilina se requiere la coexpresion de las RAMP y del CTR o del CRLR. La familia de la RAMP
comprende tres miembros (RAMP1, -2, y -3) que comparten menos del 30 % de identidad de secuencia, pero que
tienen una organizacién topolégica comin. La coexpresion de CRLR y de RAMP1 conduce a la formacién de un
receptor para CGRP. La coexpresion de CRLR y RAMP2 conduce a la formacion de un receptor para la ADM. La
coexpresion de CRLR y RAMP3 conduce a la formacién de un receptor para la AMD y el CGRP. La coexpresion de
hCTR2 y RAMP1 conduce a la formacién de un receptor para la amilina y el CGRP. La coexpresion de hCTR2 y
RAMP3 conduce a la formacién de un receptor para la amilina.

Otra familia mas de hormonas peptidicas implicada en enfermedades y trastornos metabdlicos es la familia de la
leptina. La forma madura de la leptina en circulacion es una proteina de 146 aminoacidos que normalmente esta
excluida del SCN por la barrera hematoencefalica (BHB) y la barrera CSF sanguinea. Véase, por ejemplo, Weigle et
al., 1995. J Clin Invest 96: 2065-2070. La leptina es la sefial aferente en un bucle de retroalimentaciéon negativo que
regula la ingesta de alimento y el peso corporal. El receptor de la leptina es un miembro de la familia de receptores
de citocina. El efecto anoréxico de la leptina depende de la union al homodimero de la isoforma Ob-Rb de este
receptor que codifica un dominio intracitoplasmatico largo que incluye diversos motivos para la interaccion proteina-
proteina. La isoforma Ob-Rb se expresa altamente en el hipotdlamo lo que sugiere que esta regién cerebral es un
lugar de accién importante de la leptina. Se ha demostrado que la mutacion del gen ob de ratén da como resultado
un sindrome que exhibe patofisiologia que incluye: obesidad, aumento de depédsitos de grasa corporal,
hiperglucemia, hiperinsulinemia, hipotermia y funciones tiroideas y reproductoras alteradas en ratones obesos ob/ob
homocigotos tanto macho como hembra (véase, por ejemplo, Ingalis, et al., 1950. J Hered 41: 317-318). Los usos
terapéuticos de la leptina o del receptor de la leptina incluyen (i) diabetes (véanse, por ejemplo, las Solicitudes de
Patente PCT WO 98/55139, WO 98/12224 y WO 97/02004); (ii) hematopoyesis (véanse, por ejemplo, las Solicitudes
de Patente PCT WO 97/27286 y WO 98/18486); (iii) infertilidad (véanse, por ejemplo, las Solicitudes de Patente PCT
WO 97/15322 y WO 98/36763); y (iv) supresion tumoral (véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente PCT WO
98/48831).

El gen del receptor de la leptina (OB-R) se ha clonado (N° de Acceso GenBank AF098792) y se ha mapeado en el
locus db (véase, por ejemplo, Tartaglia, et al., 1995. Cell 83: 1263-1271). También se han identificado diversos
transcriptos del OB-R, resultantes del corte y empalme alternativo. Defectos en el OB-R producen un sindrome en el
raton ob/ob diabético mutante que es fenotipicamente idéntico al raton ob/ob (véase, por ejemplo, Ghilardi, et al.,
1996. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 6231-6235). Sin embargo, a diferencia de los ratones ob/ob, la administracion
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de leptina recombinante a ratones C57BLKS/J-m ob/ob no da como resultado la reduccion de la ingesta de alimento
y del peso corporal (véase, por ejemplo Roberts y Greengerg, 1996. Nutrition Rev. 54: 41-49).

La mayoria de los estudios relacionados con la leptina pueden notificar actividad de pérdida de peso mediante la
administracion de leptina recombinante, fragmentos de leptina y/o variantes de receptores de leptina que han
administrado dichas construcciones directamente en los ventriculos del cerebro. Véase, por ejemplo, Weigle, et al.,
1995. J Clin Invest 96: 2065-2070; Barash, et al., 1996. Endocrinology 137: 3144-3147.

Otros estudios han mostrado actividad de pérdida de peso significativa debido a la administracion de péptidos de
leptina a través de administracion intraperitoneal (i.p.) a sujetos de ensayo. Véase, Grasso et al., 1997.
Endocrinology 138: 1413-1418. Ademas, se ha notificado que fragmentos de leptina, y mas particularmente un
fragmento de 18 aminoacidos que comprende restos extraidos de la leptina humana de longitud completa, actian en
la pérdida de peso, pero solamente después de la administracion directa a través de una canula implantada en el
ventriculo lateral del cerebro de ratas. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente PTC WO 97/46585.

Otra hormona peptidica implicada en enfermedades y trastornos metabdlicos es la colecistoquinina (CCK).
Supuestamente, la CCK se identificd en 1928 a partir de preparaciones de extractos intestinales por su capacidad
para estimular la contraccion de la vesicula biliar. Desde entonces se han notificado otras acciones bioldgicas de la
CCK, incluyendo la estimulacién de la secrecidn pancreatica, el vaciado gastrico retardado, la estimulacion de la
motilidad intestinal y estimulacion de la secreciéon de insulina. Véase, Lieverse et al., Ann. N. Y. Acad Sci. 713:; 268-
272 (1994). Supuestamente, las acciones de la CCK, también incluyen efectos sobre la funcion cardiovascular, la
funcién respiratoria, neurotoxicidad y espasmos, proliferacion de células cancerosas, analgesia, comportamientos
relacionados con el suefio, sexuales y reproductores, comportamientos relacionados con la memoria, ansiedad y
mediados por dopamina. Crawley y Corwin, Peptides 15: 731-755 (1994). Otros efectos notificados de la CCK
incluyen la estimulacion del crecimiento pancreatico, estimulacion de la contraccion de la vesicula biliar, inhibicion de
secrecién de acido gastrico, liberacion de polipéptidos pancreéaticos y de un componente de peristaltismo contractil.
Otros efectos notificados de la CCK incluyen vasodilatacién. Walsh, “Gastrointestinal Hormones”, en Physiology of
the Gastrointestinal Tract (32 ed. 1994; Raven Press, Nueva York).

Se ha notificado que inyecciones de combinaciones de glucagén, CCK y bombesina potencian la inhibicion de la
ingesta de comidas de ensayo a base de leche condensada en ratas no privadas sobre las inhibiciones observadas
con compuestos individuales. Hinton et al., Brain Res. Bull. 17: 615-619 (1986). También se ha notificado que el
glucagoén y la CCK inhiben sinérgicamente la alimentacién simulada en ratas. LeSauter y Geary, Am. J. Physiol. 253:
R217-225 (1987); Smith y Gibbs, Annals N. Y. Acad. Sci. 713: 236-241 (1994). También se ha sugerido que el
estradiol y la CCK pueden tener un efecto sinérgico sobre la saciedad. Dulawa et al., Peptides 15: 913-918 (1994);
Smith y Gibbs, citados anteriormente. También se ha propuesto que las sefiales que se producen en el intestino
delgado en respuesta a nutrientes en su interior pueden interaccionar sinérgicamente con la CCK para reducir la
ingesta de alimento. Cox, Behav. Brain Res. 38: 35-44 (1990). Adicionalmente, se ha notificado que la CCK induce
saciedad en diversas especies. Por ejemplo, se ha notificado que la depresion por alimentacion esta causada por
CCK inyectada por via intraperitoneal en ratas, por via intraarterial en cerdos, por via intravenosa en gatos y en
cerdos, en los ventriculos cerebrales en monos, ratas, perros y oveja, y por via intravenosa en seres humanos
obesos y no obesos. Véase, Lieverse et al., citados anteriormente. Estudios de diversos laboratorios han confirmado
supuestamente la especificidad conductual de dosis bajas de CCK sobre la inhibicion en la alimentacion,
comparando reforzadores respondedores para alimento con respondedores para sin alimento en monos y ratas y
mostrando que la CCK suscita la secuencia de comportamientos normalmente observada después de una ingestion
de comida (es decir, la secuencia de saciedad postprandial). Adicionalmente, la comparacion del comportamiento
después de CCK con el comportamiento después de la ingesta de alimento, solo o en combinaciéon con CCK, ha
revelado supuestamente similitudes conductuales entre la CCK y la ingesta de alimento. Crawley y Corwin, citados
anteriormente. También se ha notificado que la CCK en concentraciones plasmaticas fisiolégicas inhibe la ingesta de
alimento y aumenta la saciedad en seres humanos tanto obesos como delgados. Véase Lieverse et al., citados
anteriormente.

La CCK se caracterizd en 1966 como un péptido de 33 aminoacidos. Crawley y Corwin, citados anteriormente. Se
han identificado variantes moleculares especificas de especie de la secuencia de aminoacidos de la CCK.
Supuestamente, la secuencia de 33 aminoacidos y un péptido truncado, su secuencia C terminal de 8 aminoacidos
(CCK-8), se ha identificado en cerdo, rata, pollo, chinchilla, perro y ser humano. Supuestamente, se descubrié una
secuencia de 39 aminoacidos en cerdo, perro y cobaya. Se notificé una secuencia de 58 aminoacidos que se habia
descubierto en gato, perro y ser humano. Supuestamente, las secuencias de 47 aminoacidos observadas en rana y
tortuga son homoélogas tanto a la CCK como a la gastrina. Se ha notificado que el intestino humano muy reciente
contiene pequefias cantidades de una molécula incluso mas grande, denominada CCK-83. En la rata, se ha
identificado supuestamente una forma intermedia principal y se ha denominado CCK-22. Walsh, “Gastrointestinal
Hormones”, en Physiology of the Gastrointestinal Tract (32 ed. 1994; Raven Press, Nueva York). En cerebro de rata
se ha informado de una CCK-8 no sulfatada y un tetrapéptido (denominado CCK-4 (CCK(30-33)). El pentapéptido C-
terminal (denominado CCK-4 (CCK(29-33)) conserva la homologia estructural de la CCK, y también la homologia
con el neuropéptido gastrina. Supuestamente, la secuencia octapeptidica CCK-8 sulfatada C-terminal, esta
relativamente conservada entre especies. La clonacion y el andlisis de secuencias de un ADNc que codifica la
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preprocolescistoquinina de carcinoma tiroideo de rata, cerebro porcino e intestino revelé supuestamente 345
nucleétidos que codifican un precursor de la CCK, que tiene 115 aminoacidos y contiene todas las secuencias de la
CCK previamente notificadas que se habian aislado. Crawley y Corwin, citados anteriormente.

Se dice que la CCK se distribuye a través del sistema nervioso central y en células endocrinas y nervios entéricos
del intestino delgado superior. Los agonistas de CCK incluyen la propia CCK (también denominada CCK-33), CCK-8
(CCK(26-33); SEC ID N°; 55), CCK-8 no sulfatada, pentagastrina (CCK-5 o CCK(29-33); SEC ID N°: 209) y el
tetrapéptido, CCK-4 (CCK(30-33); SEC ID N°: 208). En el receptor pancreatico de CCK, se supone que la union de
CCK-8 esta desplazada con una fuerza mayor de 1000-5000 en comparacion con la CCK-8 o CCK-4 no sulfatada y
se ha notificado que la CCK-8 es aproximadamente 1000 veces mas fuerte que la CCK-8 o CCK-4 no sulfatada
estimulando la secrecion de amilasa pancreética. Crawley y Corwin, citados anteriormente. En homogeneizados de
corteza cerebral, se dijo que la union al receptor de CCK estaba desplazada por la CCK-8 y CCK-4 no sulfatada a
concentraciones que eran equimolares, 10 veces o0 100 veces mayores que las de la CCK-8 sulfatada.

Otra familia mas de hormonas peptidicas implicada en enfermedades y trastornos metabdlicos es la familia del
polipéptido pancreético (“PPF"). El polipéptido pancreatico (“PP") se descubri6 como un contaminante de extractos
de insulina y se denomin6 por su érgano de origen en lugar de por su importancia funcional (Kimmel et al.,
Endocrinology 83: 1323-30 (1968)). El PP es un péptido de 36 aminoacidos que contiene motivos estructurales
caracteristicos. Posteriormente se descubrié un péptido relacionado en extractos de intestino y se denominé Péptido
YY (“PYY”) debido a sus tirosinas N y C terminales (Tatemoto, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 2514-8 (1982)). Mas
tarde se descubrié un tercer péptido relacionado en extractos de cerebro y se denomind Neuropéptido Y (“NPY”)
(Tatemoto, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 5485-9 (1982); Tatemoto et al., Nature 296: 659-60 (1982)).

Se ha notificado que estos tres péptidos relacionados ejercen diversos efectos biologicos. Los efectos del PP
incluyen, inhibicion de secrecion pancreatica y relajacion de la vesicula biliar. EI PP administrado por via central
produce aumentos moderados en la alimentacion que puede mediarse por receptores localizados en el hipotalamo y
en el tronco cerebral (revisado en Gehlert, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 218: 7-22 (1998)).

La liberacion de PYY se produce después de una comida. Una forma molecular alternativa del PYY es el PYY(3-36)
(SEC ID N°: 58) (Eberlein et al., Peptides 10: 797-803 (1989); Grandt et al., Regul. Pept. 51: 151-9 (1994)). Este
fragmento constituye aproximadamente el 40 % de inmunorreactividad total similar a PYY en extractos intestinales
caninos y humanos y de aproximadamente el 36 % de inmunorreactividad total de PYY en plasma en un estado en
ayunas a poco mas del 50 % después de una comida. Aparentemente es un producto de escisién dipeptidil
peptidasa IV (DPP4) del PYY. Supuestamente, el PYY(3-36) (SEC ID N°: 58) es un ligando selectivo en los
receptores de Y2 e Y5, que parece farmacoldégicamente exclusivo en analogos (es decir, fragmentos C terminales
de) NPY truncados en el extremo N. La administracion periférica del PYY supuestamente reduce la secrecion de
acido gastrico, la motilidad gastrica, la secrecién pancreatica exocrina (Yoshinaga et al., Am. J. Physiol. 263: G695-
701 (1992); Guan et al., Endocrinology 128: 911-6 (1991); Pappas et al., Gastroenterology 91: 1386-9 (1986)), la
contraccion de la vesicula biliar y la motilidad intestinal (Savage et al., Gut 28: 166-70 (1987)). Los efectos de una
inyeccion central de PYY sobre el vaciado gastrico, la motilidad géastrica y la secrecion de acido gastrico, observados
después de una inyeccion directa en o cerca del cerebelo/tronco cerebral (Chen y Rogers, Am. J. Physiol. 269:
R787-92 (1995); Chen et al., Regul. Pept. 61: 95-98 (1996); Yang y Tache, Am. J. Physiol. 268: G943-8 (1995);
Chen et al., Neurogastroenterol. Motil. 9: 109-16 (1997)), pueden ser diferentes a los efectos observados después de
una inyeccion periférica. Por ejemplo, el PYY administrado por via central tuvo algunos efectos opuestos a los
descritos en el presente documento para el PYY(3-36) (SEC ID N°: 58) inyectado por via periférica, puesto que la
secrecion de acido gastrico se estimuld, no se inhibié. La motilidad gastrica se suprimié solo junto con estimulacién
de TRH, pero no cuando se administraba solo, y fue, de hecho, estimulador a altas dosis a través de una presunta
interaccion con receptores de PP. Se ha observado que el PYY estimula la ingesta de alimento y agua después de la
administracion central (Morley et al., Brain Res. 341: 200-3 (1985); Corp et al., Am. J. Physiol. 259: R317-23 (1990)).

Las enfermedades y trastornos metabdlicos adoptan muchas formas, que incluyen obesidad, diabetes, dislipidemia,
insulinorresistencia, apoptosis celular, etc. La obesidad y sus trastornos asociados son problemas habituales y muy
graves de salud publica en los Estados Unidos y en todo el mundo. La obesidad corporal superior es el factor de
riesgo mas fuerte e importante que se conoce para la diabetes mellitus de tipo 2, y es un fuerte factor de riesgo para
la enfermedad cardiovascular. La obesidad es un factor de riesgo reconocido para hipertension, ateroesclerosis,
insuficiencia cardiaca congestiva, ictus, enfermedad de la vesicula biliar, osteoartritis, apnea del suefio, trastornos
reproductores tales como sindrome del ovario poliquistico, canceres de mama, prostata y colon y aumento de la
frecuencia de complicaciones de anestesia general (véase, por ejemplo Kopelman, Nature 404: 635-43 (2000)).
Reduce la esperanza de vida y conlleva un riesgo grave de las co-morbidades anteriores, asi como trastornos tales
como infecciones, venas varicosas, acantosis nigricans, eczema, intolerancia al ejercicio, insulinorresistencia,
hipertensién, hipercolesterolemia, colelitiasis, lesion ortopédica y enfermedad tromboembdlica (Rissanen et al., Br.
Med. J. 301: 835-7 (1990)). La obesidad es también un factor de riesgo para el grupo de afecciones denominadas
sindrome de insulinorresistencia, o “Sindrome X". La estimacion reciente del coste médico de la obesidad y sus
trastornos asociados es de 150 billones de délares en todo el mundo. Se piensa que la patogénesis de la obesidad
es multifactorial aunque el problema basico es que, en sujetos obesos, la disponibilidad de nutrientes y gasto
energético no entran en equilibrio hasta que hay un exceso de tejido adiposo. Actualmente la obesidad es un
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trastorno metabdlico cronico, fundamentalmente intratable crénico y malamente tratable. Un farmaco terapéutico Util
para la reduccion de peso de personas obesas podria tener un profundo efecto beneficioso sobre su salud.

La diabetes es un trastorno del metabolismo de hidratos de carbono caracterizado por hiperglucemia y glucosuria
gue son el resultado de una produccion o utilizacién insuficiente de insulina. La diabetes afecta gravemente a la
calidad de vida de una gran parte de las poblaciones en paises desarrollados. La produccion insuficiente de insulina
se caracteriza como diabetes de tipo 1 y la utilizacién insuficiente de la insulina es la diabetes de tipo 2. Sin
embargo, ahora se reconoce ampliamente que hay muchas enfermedades distintas relacionadas con la diabetes que
aparecen mucho antes de diagnosticar a los pacientes que tienen diabetes declarada. Ademas, los efectos del
control subdptimo del metabolismo de la glucosa en la diabetes dan lugar a un amplio espectro de trastornos
cardiovasculares y lipidicos relacionados.

La dislipidemia, o niveles anémalos de lipoproteinas en el plasma sanguineo, es una situacion frecuente entre
personas diabéticas. La dislipidemia se caracteriza tipicamente por niveles elevados de triglicéridos en plasma,
niveles bajos de HDL (lipoproteina de alta densidad), normal a niveles elevados de colesterol LDL (lipoproteina de
baja densidad) y aumento de los niveles de pequefias, densas, particulas de LDL (lipoproteina de baja densidad) en
la sangre. La dislipidemia es uno de los principales contribuyentes al aumento de la incidencia de eventos coronarios
y muertes entre los sujetos diabéticos. Los estudios epidemioldgicos han confirmado esto mostrando un aumento de
varias veces en las muertes coronarias entre los sujetos diabéticos en comparacién con sujetos no diabéticos. Entre
los sujetos diabéticos se han descrito diversas anomalias de lipoproteinas.

La insulinorresistencia es la capacidad disminuida de la insulina para ejercer su accion bioldgica a través de una
amplia gama de concentraciones. En la insulinorresistencia, el cuerpo segrega cantidades anormalmente altas de
insulina para compensar este defecto y se desarrolla un estado de tolerancia alterada a glucosa. La
insulinorresistencia es la capacidad disminuida de la insulina para ejercer su accién biologica a lo largo de una
amplia serie de concentraciones. En la insulinorresistencia, el cuerpo segrega normalmente elevadas cantidades de
insulina para compensar este defecto y se desarrolla un estado de tolerancia alterada a glucosa. Al no poder
compensar la accioén de la insulina defectuosa, la concentracion de glucosa en plasma se eleva inevitablemente, lo
qgue produce el estado clinico de diabetes. Se reconoce que la insulinorresistencia y la hiperinsulinemia relativa
tienen un papel que contribuye a la obesidad, hipertension, aterosclerosis y diabetes tipo 2. La asociaciéon de la
insulinorresistencia con la obesidad, la hipertension y la angina de pecho se ha descrito como un sindrome, el
sindrome X, que tiene insulinorresistencia como el vinculo patogénico comun.

La apodptosis es un proceso activo de autodestruccion celular que esta regulado por sefiales extrinsecas e
intrinsecas que se producen durante el desarrollo normal. Esta bien documentado que la apoptosis desempefia un
papel clave en la regulacion de las células beta endocrinas pancreaticas. Existe una clara evidencia de que en
mamiferos adultos la masa de células beta estd sometida a cambios dinamicos para adaptar la produccion de
insulina al mantenimiento de la euglicemia en estados particulares, tales como la gestacion y la obesidad. El control
de la masa de células beta depende de un delicado equilibrio entre la proliferacion celular, el crecimiento y la muerte
celular programada (apoéptosis). Un desajuste de este equilibrio puede conducir a una insuficiencia de la
homeostasis de la glucosa. Por ejemplo, cabe destacar que la intolerancia a la glucosa se desarrolla con el
envejecimiento, cuando se reducen las tasas de replicacién de las células beta y estudios de autopsia realizados en
seres humanos muestran repetidamente una reduccion del 40-60 % de la masa de células beta en pacientes con
diabetes mellitus no insulinodependientes en comparacion con sujetos no diabéticos. Generalmente esto concuerda
con que la insulinorresistencia es un acompafiamiento invariable de obesidad pero que la normoglucemia se
mantiene mediante la hiperinsulinemia compensatoria hasta que las células beta comienzan a no satisfacer la
demanda de insulina aumentada, momento en el que comienza la diabetes de tipo 2.

Los intentos de tratar las multiples anomalias asociadas con la diabetes han llevado a la administracién de varios
medicamentos antidiabéticos con el fin de abordar estas anomalias en los diferentes pacientes. Son ejemplos de
medicamentos antidiabéticos proteinas tales como la insulina y analogos de insulina, y moléculas pequefias tales
como sensibilizadores de insulina, secretagogos de insulina y compuestos reguladores del apetito.

Continda existiendo una necesidad de desarrollar polipéptidos Utiles en las enfermedades, afecciones y trastornos
metabdlicos descritos anteriormente. Por consiguiente, es un objeto de la presente invencion proporcionar
polipéptidos hibridos y métodos para su produccion y uso. Los compuestos de la invenciéon se utilizan en las
enfermedades, afecciones y trastornos metabdlicos descritos anteriormente y en el presente documento.

Todos los documentos mencionados en el presente documento se incorporan por referencia en la presente solicitud
tal y como si se ha establecido en el mismo.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere, como se define en las reivindicaciones, a nuevos polipéptidos hibridos

seleccionables Gtiles como agentes para el tratamiento y la prevencion de enfermedades y trastornos metabdlicos
que pueden aliviarse mediante el control de los niveles de glucosa en plasma, niveles de insulina, y/o secrecién de
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insulina, tales como la diabetes y afecciones relacionadas con la misma. Dichas afecciones y trastornos incluyen,
pero sin limitacion, hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, trastornos de la alimentacion,
insulinorresistencia, obesidad y diabetes mellitus de cualquier tipo, incluyendo la diabetes de tipo 1, de tipo 2, y
gestacional.

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan polipéptidos hibridos que presentan al menos una actividad
hormonal. Los polipéptidos hibridos de la divulgacion comprenden al menos dos médulos hormonales peptidicos
bioactivos unidos entre si por enlace covalente, donde al menos uno de los modulos hormonales peptidicos
bioactivos presenta al menos una actividad hormonal de una hormona peptidica componente. Los mddulos
hormonales peptidicos bioactivos se seleccionan independientemente de: hormonas peptidicas componentes,
fragmentos de hormonas peptidicas componentes que presentan al menos una actividad hormonal de las hormonas
peptidicas componentes, analogos y derivados de hormonas peptidicas componentes que presentan al menos una
actividad hormonal de las hormonas peptidicas componentes, fragmentos de analogos y derivados de hormonas
peptidicas componentes que presentan al menos una actividad hormonal de las hormonas peptidicas componentes,
y potenciadores peptidicos.

En un aspecto de la divulgacion un polipéptido hibrido muestra al menos una actividad hormonal, conteniendo el
polipéptido hibrido al menos un primer médulo hormonal peptidico bioactivo unido por enlace covalente a al menos
un médulo hormonal peptidico bioactivo adicional, donde los modulos hormonales peptidicos bioactivos se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en: hormonas peptidicas componentes; fragmentos de
hormonas peptidicas componentes que presentan al menos una actividad hormonal de las hormonas peptidicas
componentes; analogos y derivados de las hormonas peptidicas componentes que presentan al menos una
actividad hormonal de las hormonas peptidicas componentes; fragmentos de analogos y derivados de hormonas
peptidicas componentes que presentan al menos una actividad hormonal de las hormonas peptidicas componentes;
y potenciadores peptidicos. Tipicamente, las hormonas peptidicas componentes se seleccionan independientemente
de al menos dos del grupo que consiste en amilina, adrenomedulina (ADM), calcitonina (CT), péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP), intermedina, colecistoquinina (“CCK”), leptina, péptido YY (PYY), péptido 1
similar a glucagén (GLP-1), péptido 2 similar a glucagon (GLP-2), oxintomodulina (OXM), un péptido natriurético y
exendina-4. Tipicamente los potenciadores peptidicos se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
motivos estructurales de hormonas peptidicas componentes que confieren al polipéptido hibrido una estabilidad
guimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a drganol/tejido,
interaccion con receptor, inhibicién de proteasa, unién a proteina plasmatica, u otras caracteristicas farmacocinéticas
deseadas, y motivos estructurales de analogos o derivados de hormonas peptidicas componentes que confieren al
polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad,
direccionamiento a érgano/tejido, interaccién con receptor, inhibicion de proteasa, unién a proteina plasmatica, u
otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas. En otra realizacion adicional al menos uno de los mdédulos
hormonales peptidicos bioactivos presenta al menos una actividad hormonal de una hormona peptidica componente.
En otras realizaciones alternativas adicionales cuando el al menos un médulo hormonal peptidico bioactivo que
presenta al menos una actividad hormonal de una hormona peptidica componente es la amilina, un fragmento de
amilina que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o derivado de amilina que presenta al menos una
actividad hormonal, o un fragmento de un analogo derivado de amilina que presenta al menos una actividad
hormonal y al menos otro médulo hormonal peptidico bioactivo es CKK, un fragmento de CKK que presenta al
menos una actividad hormonal, un analogo o derivado de CKK que presenta al menos una actividad hormonal, un
fragmento de un andlogo o derivado de CKK que presenta al menos una actividad hormonal, CT, un fragmento de
CT que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o derivado de CT que presenta al menos una
actividad hormonal, o un fragmento de un analogo o derivado de CT que presenta al menos una actividad hormonal,
entonces el polipéptido hibrido puede contener adicionalmente al menos tres moédulos hormonales peptidicos
bioactivos seleccionados de al menos tres hormonas peptidicas componentes diferentes. En una realizacion
alternativa adicional mas, cuando el al menos un médulo hormonal peptidico bioactivo que presenta al menos una
actividad hormonal de una hormona peptidica componente es GLP-1, un fragmento de GLP-1 que presenta al
menos una actividad hormonal, un analogo o derivado de GLP-1 que presenta al menos una actividad hormonal, o
un fragmento de un analogo o derivado de GLP-1 que presenta al menos una actividad hormonal, y el al menos otro
moédulo hormonal peptidico bioactivo es un potenciador peptidico que comprende un fragmento de exendina,
entonces el polipéptido hibrido puede contener adicionalmente al menos tres moédulos hormonales peptidicos
bioactivos.

Las hormonas peptidicas componentes de la divulgacion incluyen: amilina, adrenomedulina (ADM), calcitonina (CT),
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), intermedina, colecistoquinina (“CCK?"), leptina, péptido YY
(PYY), péptido 1 similar a glucagén (GLP-1), péptido 2 similar a glucagén (GLP-2), oxintomodulina (OXM), péptidos
natriuréticos y exendina-4.

Los potenciadores peptidicos de la divulgacion incluyen: motivos estructurales de hormonas peptidicas componentes
gue confieren al polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica,
biodisponibilidad, direccionamiento a érgano/tejido, interaccion con receptor, inhibicién de proteasa, union a proteina
plasmatica u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas, y motivos estructurales de analogos o derivados de
hormonas peptidicas componentes que confieren al polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad
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conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a 6rgano/tejido, interaccion con receptor,
inhibicion de proteasa, union a proteina plasmatica u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas.

En otro aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para el tratamiento o la prevencion de la obesidad,
comprendiendo el método administrar una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un polipéptido hibrido
de la invencién a un sujeto que lo necesite. En una realizacién preferida, el sujeto es un sujeto obeso o con
sobrepeso. Aunque la “obesidad” se define generalmente como un indice de masa corporal superior a 30, para los
fines de esta divulgacién, cualquier sujeto, incluyendo los sujetos que tengan un indice de masa corporal menor de
30, que necesiten o deseen reducir su peso corporal, se incluyen en la definicion de “obeso”. Los sujetos con
insulinorresistencia, o con intolerancia a la glucosa o que tienen cualquier forma de diabetes mellitus (por ejemplo,
de tipo 1, 2 o diabetes gestacional) pueden beneficiarse de este método.

En otro aspecto adicional de la divulgacién se proporcionan métodos para reducir la ingesta de alimento, reducir la
disponibilidad de nutrientes, ocasionar la pérdida de peso, tratar la diabetes mellitus o afecciones asociadas con la
diabetes y mejorar el perfil lipidico (incluyendo la reduccién de los niveles de colesterol LDL y de triglicéridos y/o
cambiar los niveles de colesterol HDL), en el que los métodos comprenden administrar a un sujeto una cantidad
eficaz de un polipéptido de hibrido de la divulgacién. En una realizacién preferida, los métodos de la divulgacion se
usan para tratar o prevenir afecciones o trastornos que pueden aliviarse reduciendo la disponibilidad de nutrientes
en un sujeto que lo necesite, que comprenden administrar a dicho sujeto una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz de un polipéptido hibrido de la divulgacion. En otra realizacion, los métodos de la divulgacion
se usan para tratar o prevenir afecciones o trastornos que pueden aliviarse mediante el control de los niveles de
glucosa en plasma, niveles de insulina y/o secrecion de insulina. En otra realizacion adicional, los métodos de la
divulgaciéon se usan para tratar la diabetes y/o afecciones relacionadas con la diabetes. Dichas afecciones y
trastornos incluyen, pero sin limitacién, hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, trastornos
relacionados con la alimentacidn, insulinorresistencia, obesidad y diabetes mellitus de cualquier tipo, incluyendo el
Tipo | y Tipo I, y la diabetes gestacional, complicaciones de la diabetes (neuropatia (basada, por ejemplo, en las
acciones neurotroficas de la exendina-4), dolor neuropético (basado, por ejemplo, en la accion de la amilina),
retinopatia, nefropatia, afecciones de insuficiencia de masa de células beta pancreatica (basadas, por ejemplo, en
las acciones de la exendina-4 y el GLP-1 sobre la neogénesis de los islotes).

La presente divulgacion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéutica o profilacticamente eficaz de al menos un polipéptido hibrido de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes,
adyuvantes y/o transportadores farmacéuticamente aceptables, Utiles en la administracion de los polipéptidos
hibridos.

Estos y otros aspectos de la invencion se entenderan mas claramente con referencia a las siguientes realizaciones
preferidas y descripcién detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 demuestra el efecto de compuestos ejemplares de la invencién en un ensayo realizado en ratén OID
(con Obesidad Inducida con Dieta).

La Figura 2 demuestra el efecto de compuestos ejemplares de la invencion en un ensayo realizado en ratén OID.
Las Figuras 3A-3C demuestran el efecto de compuestos ejemplares de la invencion en un ensayo en raton OID.

Las Figuras 4A-4B demuestran los efectos de compuestos ejemplares de la invencion en un ensayo de ingesta
de alimento, en comparacion con compuestos peptidicos parentales.

Las Figuras 5A-5B demuestran los efectos de compuestos ejemplares de la invencion en un ensayo de
disminucion de glucemia y un ensayo de ingesta de alimento, respectivamente.

La Figura 6 representa las estructuras de diversos enlazadores ejemplares usados en el presente documento.

La Figura 7 representa las estructuras de diversos enlazadores ejemplares asi como la secuencia y actividad in
vitro de hibridos ejemplares de la familia del PYY y de la amilina.

La Figura 8 representa las estructuras de diversos enlazadores ejemplares asi como la secuencia y actividad in
vitro de hibridos adicionales ejemplares de la familia del PYY/PYY.

La Figura 9 representa la reducciéon de peso corporal por hibridos ejemplares de la familia del PYY y de la
amilina.
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La Figura 10 represente un gréafico de movilizacion de calcio por hibridos de la familia de CCK8 en lineas
celulares que tienen un receptor de CCK.

Las Figuras 11A, B y C representan la inhibicion de alimento por la amilina, por ejemplo, hibridos de la familia de
amilina-sCT-amilina y PYY (por ejemplo, la quimera PYY-NPY).

La Figura 12A representa la reduccién de ingesta de alimento total y la Figura 12B representa la reduccion de
peso corporal por hibridos de la familia de amilina-sCT-amilina/PYY. El “*” indica que el valor de P es <0,05 en
comparacion con el vehiculo.

La Figura 13 representa la inhibicion de la ingesta de alimento por hibridos de la familia del PYY/PYY. Las dosis
fueron de 25 nmol/kg. Una diferencia de [115-20 % es estadisticamente significativa.

Las Figuras 14A y 14B representan la inhibicion de la actividad de la ingesta de alimento de hibridos de la familia
de CCK, bien con un componente de la familia de la amilina o con uno del PYY. Las dosis fueron de 25 nmol/kg.
Una diferencia de [115-20 % es estadisticamente significativa.

Las Figuras 15A y 15B representan la inhibicion de la actividad de la ingesta de alimento de hibridos de la familia
de MSH con bien un componte de la familia de la amilina o con uno del PYY. Las dosis fueron de 25 nmol/kg.
Una diferencia de [115-20 % es estadisticamente significativa.

La Figura 16A representa la reduccién de la ingesta de alimento total y la Figura 16B representa la reduccion del
peso corporal por hibridos con un componente de la familia de MSH y uno de la amilina, por ejemplo, un
componente de la familia de amilina-sCT-amilina. El “*” indica que el valor de P es <0,05 en comparacion con el
vehiculo.

Las Figuras 17A-D representan la inhibicion de la ingesta de alimento por hibridos que contienen un componente
de la familia de FN-38 y el componente de la segunda familia indicada. La Figura 17A representa FN38 con un
componente de la familia de amilina, el Compuesto 10 quimera de amilina-sCT-amilina. La Figura 17B representa
FN38 con un componente de la familia del PYY, PYY-3-36. La Figura 17C representa FN38 con un componente
de la familia del PYY. La quimera PYY-NPY. La Figura 17D representa FN38 con un componente de la familia de
CCKS8, CCK8. Las dosis fueron de 25 nmol/kg. Una diferencia de [115-20 % es estadisticamente significativa.

Las Figuras 18A y 18B representan la inhibicion de la ingesta de alimento por hibridos que contienen
componentes de la familia de la exendina y de la familia de la amilina. Salvo que se indique otra cosa las dosis
fueron de 25 nmol/kg. Una diferencia de [115-20 % es estadisticamente significativa.

Las Figuras 19A y 19B representan la inhibicién de la ingesta de alimento durante la alimentacion en el ciclo de
oscuridad y la inhibicion prolongada de la ingesta de alimento total por hibridos de la familia de exendina/amilina.

Las Figuras 20A y 20B representan la inhibicién crénica de la ingesta de alimento y la pérdida de peso de
reserva magra y la actividad de pérdida de grasa de un hibrido ejemplar de la familia de exendina/amilina-sCT-
amilina ejemplar en comparacion con moléculas parentales. El “*" indica que el valor de P es <0,05 en
comparacion con el vehiculo.

Las Figuras 21A, B y C demuestran los efectos de los hibridos sobre parametros metabdlicos después de un
tratamiento de 14 dias en ratas.

Las Figuras 22-29 representan la capacidad de las quimeras del polipéptido de PPF, por ejemplo, los
Compuestos quimera PYY-NPY, 4883 y 5705, para reducir la ingesta de alimento acumulativa en los ensayos de
ingesta de alimento descritos en el presente documento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién, como se define en las reivindicaciones, se refiere generalmente a nuevos polipéptidos
hibridos, seleccionables, utiles como agentes para el tratamiento y la prevencién de enfermedades y trastornos
metabdlicos que pueden aliviarse mediante el control de los niveles de glucosa en plasma, niveles de insulina y/o
secrecién de insulina, tales como diabetes y afecciones relacionadas con la diabetes. Dichas afecciones y trastornos
incluyen, pero sin limitacién, hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, trastornos de la alimentacion,
insulinorresistencia, obesidad y diabetes mellitus de cualquier tipo, incluyendo de tipo 1, de tipo 2 y diabetes
gestacional.

En un aspecto, la invencion implica el ensamblaje modular de mdédulos peptidicos fisiolégica, metabdlica y/o
farmacocinéticamente activos que pueden seleccionarse basandose en “bioactividades”, por ejemplo, eficacia
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terapéutica, alcance de las funciones, duraciéon de la accidén, propiedades fisicoquimicas y/u otras propiedades
farmacocinéticas.

Sin intentar limitarse a la teoria, la presente invencion se refiere, al menos en parte, a una estrategia de
“herramientas”, en la que los modulos hormonales peptidicos bioactivos estan unidos en combinaciones binarias,
terciarias o de orden superior, para crear nuevos agentes terapéuticos eficaces con propiedades seleccionables. Los
“médulos hormonales peptidicos bioactivos” pueden ser hormonas peptidicas, fragmentos peptidicos con actividad
hormonal, o motivos estructurales de hormonas peptidicas que confieren estabilidad quimica, metabdlica y/u otra
farmacocinética. Las hormonas peptidicas pueden incluir hormonas peptidicas nativas, asi como analogos y
derivados de hormonas peptidicas, conocidos en la técnica y descritos en el presente documento.

En un aspecto de la invencion, se ha descubierto que la combinacion de determinadas caracteristicas fisicoquimicas
de dos 0 mas hormonas peptidicas en una sola modalidad puede facilitar la intervencién a diversos momentos en un
circuito metabdlico disfuncional. Como tales, en un aspecto de la invencion, se proporcionan polipéptidos hibridos
racionalmente disefiados que integran bioactividades seleccionables en un solo agente polipeptidico. En una
realizacién, los polipéptidos hibridos seleccionables de la invencion implican el uso de enlazadores quimicamente
estables, como se define en las reivindicaciones, que unen por enlace covalente a los médulos bioactivos. En otra
divulgacion, los polipéptidos hibridos seleccionables de la divulgacion pueden implicar el uso de enlazadores
escindibles, que en si mismos pueden ser o formar parte de una molécula bioactiva.

De nuevo, sin pretender limitarse a la teoria, el disefio de los polipéptidos hibridos de la presente divulgacion pueden
implicar generalmente: (1) la identificacion, seleccién y emparejamiento de mddulos hormonales peptidicos
bioactivos para uso terapéutico y eficacia deseados y (2) el ligamiento covalente de los médulos bioactivos (por
ejemplo, hormonas peptidicas nativas, analogos o derivados de hormonas peptidicas con actividad hormonal,
fragmentos de hormonas peptidicas con actividad hormonal, motivos estabilizantes, etc., bien directamente o
mediante un enlazador sin pérdida de bioactividad de los m6dulos componentes. En determinadas realizaciones, los
criterios de seleccion de los mddulos pueden incluir, pero sin limitacion: (a) eficacia in vivo deseada para una
indicacion terapéutica o profilactica deseada, tal como un efecto aditivo o sinérgico; (b) sinergismo opcional o accién
dual de los médulos ligados para mdltiples indicaciones terapéuticas o profilacticas; y/o (c) una estabilidad quimica,
estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a érgano/tejido, interaccién
con receptor, inhibicion de proteasa, uniébn a proteina plasmatica y/u otras caracteristicas farmacocinéticas
deseadas.

En el presente documento los titulos de las secciones se usan solo con fines organizacionales, y de ninguna manera
deben considerarse como limitantes de la materia objeto que se describe.

Polipéptidos hibridos de la invencién

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién definida en las reivindicaciones se refiere en parte a
polipéptidos hibridos que comprenden al menos dos moédulos hormonales peptidicos bioactivos seleccionables de
las hormonas peptidicas componentes descritas en el presente documento. Los polipéptidos hibridos de la presente
invencion seran generalmente Utiles en el tratamiento y la prevencién de afecciones y trastornos metabdlicos. Los
polipéptidos hibridos de la invencibn mostraran al menos una actividad hormonal de una hormona peptidica
componente y pueden incluir al menos una bioactividad adicional de una segunda hormona peptidica componente.

En una realizacion, los polipéptidos hibridos de la invenciébn comprenden al menos dos modulos hormonales
peptidicos bioactivos, en los que cada uno de dichos al menos dos mdédulos hormonales peptidicos bioactivos
presenta al menos una actividad hormonal de una hormona peptidica componente. En otra divulgacion, los
polipéptidos hibridos de la divulgacion pueden comprender al menos dos moédulos hormonales peptidicos bioactivos,
en los que al menos uno de dichos modulos hormonales peptidicos bioactivos presenta al menos una actividad
hormonal de una hormona peptidica componente y al menos uno de dichos médulos hormonales peptidicos
bioactivos confiere al polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica,
biodisponibilidad, direccionamiento a 6rgano/tejido, interaccion con el receptor, inhibicion de proteasa, uniéon a
proteina plasmatica y/u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas.

En una realizacion preferida, los polipéptidos hibridos de la invencion pueden tener una fuerza comparable o
superior en el tratamiento y/o prevencion de afecciones y trastornos metabdlicos en comparacién con las hormonas
peptidicas componentes. En otra realizacion, los polipéptidos hibridos de la invencion pueden tener una fuerza
comparable o superior en el tratamiento y/o prevencion de la diabetes y/o trastornos relacionados con la diabetes, en
comparacion con las hormonas peptidicas componentes. Como alternativa, los polipéptidos hibridos preferidos de la
invencion pueden presentar facilidad de fabricacion, estabilidad y/o facilidad de formulacion mejoradas, en
comparacion con las hormonas peptidicas componentes.

Mas particularmente, los polipéptidos hibridos de la presente invencion comprenderan un primer médulo hormonal

peptidico bioactivo unido por enlace covalente a al menos un médulo hormonal peptidico bioactivo adicional. En la
divulgacion, los moédulos hormonales peptidicos bioactivos pueden ligarse entre si por enlace covalente de cualquier
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manera conocida en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, enlaces amida directos o grupos enlazadores
quimicos, como se describe con mayor detalle en el presente documento. En una divulgacion, los grupos
enlazadores quimicos pueden incluir peptidomiméticos que induzcan o estabilicen la conformacion del polipéptido.

El primer médulo hormonal peptidico bioactivo puede seleccionarse de una primera hormona peptidica componente,
y puede ser una hormona peptidica (incluyendo hormonas peptidicas nativas asi como analogos y derivados de las
mismas), un fragmento peptidico con actividad hormonal (incluyendo fragmentos de hormonas peptidicas nativas asi
como analogos y derivados de las mismas) o un motivo estructural de una hormona peptidica (incluyendo hormonas
peptidicas nativas asi como analogos y derivados de las mismas) que confiere al polipéptido hibrido estabilidad
quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a érgano/tejido,
interaccion con receptor, inhibicion de proteasas, unidon con proteinas plasmaticas y/u otras caracteristicas
farmacocinéticas deseadas. Del mismo modo, el médulo (o modulos) peptidico bioactivo adicional puede
seleccionarse de hormonas peptidicas componentes y puede ser una hormona peptidica (incluyendo hormonas
peptidicas nativas asi como analogos derivados de las mismas), un fragmento peptidico con actividad hormonal
(incluyendo fragmentos de hormonas peptidicas nativas asi como analogos y derivados de las mismas), o un motivo
estructural de una hormona peptidica (incluyendo hormonas peptidicas nativas asi como analogos y derivados de
las mismas) que confiere al polipéptido hibrido estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad
metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a drgano/tejido, interaccién con receptor, inhibicion de proteasas,
unioén a proteina plasmatica y/u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas. La primera hormona peptidica y la
hormona peptidica adicional pueden ser la misma hormona peptidica, pueden ser de la misma familia de hormonas
peptidicas o pueden ser hormonas peptidicas diferentes dependiendo de las caracteristicas deseadas de los
maédulos hormonales peptidicos bioactivos.

Como se usa en el presente documento, el término “bioactivo” se refiere a (1) actividad biolégica en al menos una
ruta hormonal in vivo o (2) modulacién de la eficacia terapéutica, alcance de funcién, duracién de accion,
propiedades fisicoquimicas y/u otras propiedades farmacocinéticas de dicha actividad bioldgica. La actividad
bioldgica puede evaluarse mediante ensayos de union a receptores hormonales diana o mediante estudios
metabdlicos que controlan una sefial fisioldgica, como se sabe en la técnica y se describe en el presente documento.
La modulacién de la eficacia terapéutica, alcance de funcion, duraciéon de accion, propiedades fisicoquimicas y/u
otras propiedades farmacocinéticas de dicha actividad biolégica puede modificarse a través de cambios de, por
ejemplo, estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento
a organo/tejido, interaccion con receptores, inhibicion de proteasas, uniéon con proteinas plasmaticas y/u otras
caracteristicas farmacocinéticas.

En una realizacion, los polipéptidos hibridos de la invencion conservan al menos aproximadamente el 25 %,
preferentemente aproximadamente el 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de la
actividad biolégica de una hormona peptidica componente. Los polipéptidos hibridos preferidos son aquellos que, en
uno de los ensayos metabolicos relacionados conocidos en la técnica o descritos en el presente documento (por
ejemplo, unién a receptores, ingesta de alimento, vaciado gastrico, secrecion pancreatica, secrecion de insulina,
disminucion de glucemia, reduccion de peso, etc.) tienen una fuerza que es igual a o0 mayor que la fuerza de la
hormona peptidica componente en ese mismo ensayo. Como alternativa, los polipéptidos hibridos preferidos de la
invencion pueden presentar facilidad de fabricacion, estabilidad y/o facilidad de formulacién mejoradas, en
comparacion con las hormonas peptidicas componentes.

En otra realizacién, los polipéptidos hibridos de la invencién conservan al menos aproximadamente el 25 %,
preferentemente aproximadamente el 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de la
actividad bioldgica de una hormona peptidica componente nativa con respecto a la reduccion de la disponibilidad de
nutrientes, la reduccién de ingesta de alimento, el efecto del aumento de peso corporal y/o el tratamiento y la
prevencion de trastornos y afecciones metabdlicas. En otra realizacion adicional, los polipéptidos hibridos de la
invencion presentan al menos aproximadamente el 110 %, 125 %, 130 %, 140 %, 150 %, 200 % o mas de la
actividad bioldgica de una hormona peptidica nativa con respecto a la reduccién de la disponibilidad de nutrientes, la
reduccion de ingesta de alimento, el efecto del aumento de peso corporal y/o el tratamiento y la prevencion de
trastornos y afecciones metabolicas. En otra realizacion, los polipéptidos hibridos de la invencion presentan actividad
agonista de receptores de hormonas peptidicas componentes mejorada.

Hormonas peptidicas componentes, Analogos y Derivados

Las hormonas peptidicas componentes generalmente incluyen hormonas peptidicas Utiles en el tratamiento o la
prevencion de enfermedades y trastornos metabdlicos que incluyen: (a) la familia de la amilina, incluyendo la
amilina, la adrenomedulina (“ADM”), la calcitonina (“CT"), el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(“CGRP"), la intermedina (también conocida como “AFP-6") y péptidos relacionados; (b) la colecistoquinina (“CCK");
(c) la familia de la leptina, incluyendo leptina y péptidos similares a leptina; (d) la familia de polipéptidos
pancreaticos, incluyendo el polipéptido pancreéatico (“PP”) y el péptido YY (“PYY”); (e) incretinas y miméticos de
incretina, incluyendo: hormonas peptidicas derivadas del gen del proglucagon tales como: glucagon, péptido 1
similar a glucagéon (“GLP-1"), péptido 2 similar a glucagén (“GLP-2") y oxintomodulina (“OXM”); y exendinas tales
como: exendina-3 y exendina-4; y (f) péptidos natriuréticos incluyendo ANP, BNP, CNP y urodilatina, sus formulas
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precursoras y péptidos derivados de los mismos (g) la familia de la urocortina y (h) la familia de la neuromedina y
analogos, derivados y fragmentos de las mismas. Como se analiza en el presente documento, las hormonas
peptidicas componentes de la invencion también incluyen analogos y derivados como se define en las
reivindicaciones, que conservan actividad hormonal de estas hormonas peptidicas nativas. En una realizacion,
dichos analogos y derivados son agonistas del receptor de la hormona diana.

Por “amilina” se entiende la hormona peptidica humana denominada amilina y secretada por las células beta del
pancreas, y variaciones de especies de la misma, como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.234.906,
expedida el 10 de agosto de 1993, en “Hyperglycemic Compositions”.

Mas particularmente, la amilina es una hormona polipeptidica de 37 aminoacidos normalmente cosecretada con la
insulina por las células beta pancreaticas en respuesta a la ingesta de nutrientes (véase, por ejemplo Koda et al.,
Lancet 339: 1179-1180, 1992). En este sentido, “amilina”, “amilina de tipo silvestre” y “amilina nativa”, es decir,
amilina no modificada, se usan indistintamente.

Por “adrenomedulina” o “ADM” se entiende la hormona peptidica humana y variantes de especies de la misma. Mas
particularmente, la ADM se genera a partir de una preprohormona de 185 aminoacidos a través de escision
enzimatica y amidacién consecutivas. Este proceso culmina en la liberacion de un péptido bioactivo de 52
aminoacidos.

Por “calcitonina” o “CT” se entiende la hormona peptidica human y variantes de especies de la misma, incluyendo la
calcitonina de salmon (“sCT”). Mas particularmente, la CT es un péptido de 32 aminoéacidos escindido de una
prohormona mas larga. Contiene un solo enlace disulfuro, que hace que el extremo amino adopte la forma de un
anillo. El corte y empalme alternativo del pre-ARNm de la calcitonina puede producir un ARNm que codifica un
péptido relacionado con el gen de la calcitonina; este péptido parece funcionar en los sistemas nervioso y vascular.
El receptor de la calcitonina se ha clonado y se ha observado que es un miembro de la familia de receptores
acoplados a la proteina G de siete dominios transmembrana.

Por “péptido relacionado con el gen de la calcitonina” o “CGRP” se refiere a la hormona peptidica humana vy
variantes de especies de la misma, en cualquier forma fisioldgica.

Por “intermedina” o “AFP-6" se entiende la hormona peptidica humana y variantes de especies de la misma, en
cualquier forma fisiolégica.

Por “colecistoquinina” o “CCK” se entiende la hormona peptidica humana y variantes de especies de la misma. Mas
particularmente, la CCK es una secuencia de 33 aminoacidos identificada primero en seres humanos, e incluye un
fragmento C terminal in vivo de 8 aminoacidos (“CCK-8") que segun de informa se ha demostrado en cerdo, rata,
pollo, chinchilla, perro y ser humano. Por tanto, el término CCK-33 generalmente se referird a la CCK(1-33) humana,
mientras que la CCK-8 (CCK(26-33); SEC ID No: 55) se referira al octapéptido C terminal genéricamente en las
formas tanto sulfatada como no sulfatada salvo que se especifique otra cosa. Ademas, la pentagastrina o0 CCK-5, se
referird al péptido C terminal CCK(29-33) (SEC ID N°: 209), y CCK-4 se referira al tetrapéptido C terminal CCK(30-
33) (SEC ID Ne°; 208). Sin embargo, como se usa en el presente documento, CCK se referird generalmente a todas
las variaciones de origen natural de la hormona, incluyendo CCK-33, CCK-8, CCK-5 y CCK-4, en la forma sulfatada
y no sulfatada a menos que se especifique otra cosa.

Por “leptina” se entiende la leptina de origen natural de cualquier especie, asi como a las isoformas D
biolbgicamente activas, o fragmentos de leptina de origen natural y sus variantes, y combinaciones de las anteriores.
La leptina es el producto polipeptidico del gen ob como se describe en la Solicitud de Patente Internacional N° WO
96/05309.

Los supuestos analogos y fragmentos de la leptina se indican en las Patentes de Estados Unidos 5.521.283,
5.532.336 y en los documentos PCT/US96/22308 y PCT/US96/01471.

Por “PP” se entiende el polipéptido peptidico pancreatico o variantes de especies del mismo, en cualquier forma
fisiolégica. Por tanto, el término “PP” incluye tanto el péptido humano de 36 aminoéacidos de longitud completa, como
se expone en (SEC ID N°: 290), como variaciones de especies de PP, incluyendo, por ejemplo, PP murino, de
hamster, de pollo, de bovino, de rata y de perro. En este sentido, “PP” “PP de tipo silvestre” y “PP nativo”, es decir
PP no modificado, se usan indistintamente.

Por “PYY” se entiende el polipéptido peptidico YY humano o variantes de especies del mismo, en cualquier forma
fisiolégica. Por tanto, el término “PYY” incluye tanto el péptido humano de 36 aminoéacidos de longitud completa
como variaciones de especies de PYY, incluyendo, por ejemplo, PYY murino, de hamster, de pollo, de bovino, de
rata y de perro. En este sentido, “PYY”, “PYY de tipo silvestre” y “PYY nativo”, es decir PYY no modificado, se usan
indistintamente. En el contexto de la presente invencion, todas las modificaciones comentadas con referencia a
polipéptidos analogos PYY de la presente invencion se basan en la secuencia de 36 aminoacidos del PYY humano
nativo.
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Por “GLP-1" se entiende el péptido 1 similar a glucagén humano o variantes de especies del mismo, en cualquier
forma fisiologica. El término “GLP-1" incluye GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204) y GLP-1(7-
36)amida (SEC ID N°: 61), con referencia al GLP-1(1-37) (SEC ID N° 59) humano de longitud completa y
variaciones de especies de GLP-1, incluyendo, por ejemplo, el PP murino, de hamster, de pollo, de bovino, de rata 'y
de perro. En este sentido, “GLP-1,” “GLP-1 de tipo silvestre”, y “GLP-1 nativo”, es decir GLP-1 no modificado, se
usan indistintamente.

Por “GLP-2" se entiende el péptido 2 similar a glucagén humano o variantes de especies del mismo, en cualquier
forma fisiolégica. Mas particularmente, el GLP-2 es un péptido de 33 aminoacidos, cosecretado junto con el GLP-1 a
partir de células endocrinas intestinales en intestino delgado y grueso.

Por “OXM” se entiende la oxintomodulina humana o variantes de especies de la misma en cualquier forma
fisiolégica. Mas particularmente, la OXM es un péptido de 37 aminoacidos que contiene la secuencia de glucagén de
29 aminoacidos seguida de una extension carboxilo terminal de 8 aminoéacidos.

Por “exendina” se entiende una hormona peptidica encontrada en la saliva del monstruo de Gila, un lagarto
endogeno de Arizona, y en la del Lagarto Moteado Mejicano, asi como variantes de especies de la misma. Mas
particularmente, la exendina-3 esta presente en la saliva de Heloderma horridum, y la exendina-4 esta presente en
la saliva de Heloderma suspectum (Eng, J., et al., J. Biol. Chem., 265: 20259-62, 1990; Eng., J., et al., J. Biol.
Chem., 267: 7402-05 (1992)). Las exendinas tienen cierta similitud de secuencia con diversos miembros de la familia
de péptido similar a glucagoén, siendo la mayor identidad del 53 % con el GLP-1 (Goke, et al., J. Biol. Chem., 268:
19650-55 (1993)). En este sentido, la “exendina”, la “exendina de tipo silvestre” y la “exendina nativa”, es decir la
exendina no modificada, se usan indistintamente.

Por “urocortina” se entiende una hormona peptidica de urocortina humana o variantes de especies de la misma en
cualquier fisiolégica. Mas particularmente, hay tres urocortinas humanas: Ucn-1, Ucn-2 y Ucn-3. Por ejemplo, la
urocortina 1 humana tiene la formula: Asp-Asn-Pro-Ser-Leu-Ser-lle-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Thr-Leu-Leu-
Glu-Leu-Ala-Arg-Thr-GIn-Ser-GIn-Arg-Glu-Arg-Ala-Glu-Gin-Asn-Arg-lle-lle-Phe-Asp-Ser-Val-NH2 (SEC ID N°: 294).
La urocortina derivada de rata es idéntica salvo por 2 sustituciones: Asp2 por Asn2 y Pro4 por Ser4. La Ucn-2 tiene
la secuencia lle Val Leu Ser Leu Asp Val Pro lle Gly Leu Leu GIn lle Leu Leu Glu GIn Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu
GIn Ala Thr Thr Asn Ala Arg lle Leu Ala Arg Val Gly His Cys (SEC ID N°: 399). La Ucn-3 humana tiene la secuencia
Phe Thr Leu Ser Leu Asp Val Pro Thr Asn lle Met Asn Leu Leu Phe Asn lle Ala Lys Ala Lys Asn Leu Arg Ala GIn Ala
Ala Ala Asn Ala His Leu Met Ala GIn lle (SEC ID N° 299). La Ucn-3 esta preferentemente en forma de amida.
Ademas, las urocortinas y analogos se describen en la bibliografia, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos
6214797. Las urocortinas Ucn-2 y Ucn-3, que conservan las propiedades de supresion de la ingesta de alimento y
las propiedades antihipertensivas/cardioprotectoras/ionotropicas, encuentran particular uso en los hibridos de la
invencion. La estrescopina (Ucn-3) y el péptido relacionado con la estrescopina (Ucn 2), denominado por su
capacidad para suprimir la activacion crénica del eje HPA después de un estimulo estresante tal como
régimen/ayuno, son especificos para el receptor de CRF de tipo 2 y no activan el CRF-R1 que media la liberacion de
ACTH. Los hibridos que comprenden una urocortina, por ejemplo, Ucn-2 o Ucn-3, son particularmente Utiles para la
vasodilatacién y por tanto para usos cardiovasculares como se describe en el presente documento, por ejemplo
CHF. Los hibridos de la invencion que contienen urocortina encuentran uso particular en el tratamiento o prevencién
de afecciones asociadas con la estimulacion de la liberacion de ACTH, hipertension debido a efectos
vasodilatadores, inflamacién mediada a través elevacion distinta de ACTH, hipertermia, trastorno del apetito,
insuficiencia cardiaca congestiva, estrés, ansiedad y soriasis. Dichos compuestos son también Utiles para un efecto
antiproliferativo, tal como para el tratamiento o prevencion de canceres o crecimiento tumoral. De particular interés
son el médulo de la hormona peptidica urocortina combinado con un médulo péptido natriurético, la familia de la
amilina y la familia de la exendina, o un médulo de la familia del GLP1 para proporcionar un beneficio cardiovascular
potenciado, por ejemplo, tratamiento de CHF, tal como proporcionar un efecto de vasodilatacion beneficioso.

Por “neuromedina” se entiende la familia de péptidos de la neuromedina que incluye péptidos U y S de la
neuromedina, mas particularmente sus secuencias hormonales activas. Por ejemplo, la hormona peptidica de
neuromedina U humana activa nativa es la neuromedina-U25: Phe Arg Val Asp Glu Glu Phe Gin Ser Pro Phe Ala
Ser GIn Ser Arg Gly Tyr Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn (SEC ID N°: 308), particularmente en forma de amida. La U25
de cerdo tiene la secuencia: FKVDEEFQGPIVSQNRRYFLFRPRN (SEC ID N°: 314), particularmente su forma
amida. Otros miembros de la familia de neuromedina U incluyen los siguientes listados como sus designaciones y
numeros de entrada de SWISS-PROT: NEUU_CANFA (P34962), NEUU_CAVPO (P34966), NEUU_CHICK
(P34963), NEUU_HUMAN (P48645), NEUU_LITCE (P81872), NEUU_MOUSE (Q9QXK8), NEUU_PIG (P34964),
NEUU_RABIT (P34965), NEUU_RANTE (P20056), y NEUU_RAT (P12760). De particular interés son sus hormonas
peptidicas activas procesadas y sus derivados y fragmentos. Incluida en la familia de la neuromedina U se
encuentran diversas variantes truncadas o] de corte y empalme, por ejemplo,
FLFHYSKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN (SEC ID N° 300). Un ejemplo de la familia de la
neuromedina S es la neuromedina S humana con la secuencia ILQRGSGTAAVDFTKKDHTATWGRPFFLFRPRN
(SEC ID N°: 315), particularmente su forma amida. Los hibridos de la invencidon que tienen un médulo de
neuromedina tendran un efecto anorexigénico, y por tanto tendran un valor beneficioso en el tratamiento de la
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obesidad, diabetes, reduccion de ingesta de alimento, y otras afecciones y trastornos relacionados como se describe
en el presente documento. De particular interés son los médulos de neuromedina combinados con un péptido de la
familia de la amilina, una familia del péptido de exendina o un médulo de la familia del péptido de GLP1.

Como se usa en el presente documento, un “analogo” se refiere a un péptido cuya secuencia se obtuvo de la de un
péptido base de referencia (por ejemplo, PP, PYY, amilina, GLP-1, exendina, etc.), incluyendo inserciones,
sustituciones, extensiones y/o deleciones de la secuencia de aminoacidos de referencia, que preferentemente tiene
al menos el 50 o el 55 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el péptido base, mas preferentemente tiene
al menos 70 %, 80 %, 90 % o 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el péptido base. En una
realizacién, dichos analogos pueden comprender sustituciones de aminoacidos (incluyendo aminoacidos naturales y
formas L y D) conservativas y no conservativas.

Un “derivado” se define como una molécula que tiene la secuencia de aminoacidos de un péptido de referencia
nativo o analogo, pero que adicionalmente tiene modificacién quimica de uno o mas de sus grupos laterales de
aminoacidos, atomos de carbono o, grupo amino terminal o grupo de acido carboxilico terminal. Una modificacién
guimica incluye, pero sin limitacion, afiadir fracciones quimicas, crear nuevos enlaces y retirar fracciones quimicas.
Las modificaciones en los grupos laterales de aminoacidos incluyen, sin limitacién, acilaciéon de grupos €-amino de
lisina, N-alquilacién de arginina, histidina, o lisina, alquilacién de grupos de acido carboxilico de glutamico o
aspartico, y desaminacion de glutamina o asparagina. Las modificaciones del amino terminal incluyen, sin limitacién,
las modificaciones des-amino, N-alquilo inferior, N-dialquilo inferior, y alquilos restringidos (por ejemplo, ramificados,
ciclicos, condensados, adamantilo) y N-acilo. Las modificaciones del grupo carboxi terminal incluyen, sin limitacion,
las modificaciones amida, amida de alquilo inferior, alquilos restringidos (por ejemplo, ramificados, ciclicos,
condensados, adamantilo), dialquil amida, y éster de alquilo inferior. Alquilo inferior es alquilo C1-C4. Ademas, uno o
mas grupos laterales, o grupos terminales, pueden protegerse mediante grupos protectores conocidos por los
expertos habituales en la quimica de péptidos. El carbono a de un aminoacido puede estar mono o dimetilado.

Por “agonista” se refiere a un compuesto que suscita una actividad biolégica de un péptido de referencia humano
nativo, que preferentemente tiene una fuerza mayor que la del péptido de referencia, o con un orden de magnitud de
fuerza de cinco (mas o menos) en comparacion con el péptido de referencia, mas preferentemente un orden de
magnitud de 4, 3, 2 0 1, cuando se evalla con mediciones conocidas en la técnica, tales como con estudios de union
al receptor/competiciéon. En una realizacion, el término se refiere a un compuesto que suscita un efecto biolégico
similar al de un péptido de referencia humano nativo, por ejemplo, un compuesto (1) que tiene actividad en ensayos
de ingesta de alimento, vaciado gastrico, secrecidn pancreatica o de pérdida de peso similares a los del péptido de
referencia humano nativo, o (2) que se une especificamente en un ensayo de receptor de referencia 0 en un ensayo
de unién competitiva con el péptido de referencia marcado. Preferentemente, los agonistas se uniran en dichos
ensayos con una afinidad mayor de 1 um, y mas preferentemente con una afinidad mayor de 1-5 nM. En otra
realizacién, el término se refiere a un compuesto que suscita un efecto bioldgico en el tratamiento de la diabetes o
de una enfermedad o trastorno relacionado con la diabetes. Dichos agonistas pueden comprender un polipéptido
gue comprenda un fragmento activo de un péptido de referencia o una molécula quimica pequefia.

Por “aminoacido” y “resto de aminoacido” se entiende aminoacidos naturales, aminoacidos no naturales y
aminoacidos modificados. A menos que se indique lo contrario, cualquier referencia a un aminoacido, generalmente
0 especificamente por nombre, incluye una referencia a los estereoisdmeros tanto D como L si su estructura permite
dichas formas estereoisoméricas. Los aminoacidos naturales incluyen alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina
(Asn), acido aspartico (Asp), cisteina (Cys), glutamina (GIn), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), histidina (His),
isoleucina (lle), leucina (Leu), Lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina
(Thr), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y valina (Val). Los aminoacidos no naturales incluyen, pero sin limitacién, homo-
lisina, homo-arginina, acido acetidilcarboxilico, acido 2-aminoadipico, acido 3-aminoadipico, beta-alanina, acido
aminopropionico, acido 2-aminobutirico, acido 4-aminobutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-aminoheptanoico,
acido 2-aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2-aminopimélico, butilglicina terciaria, acido 2,4-
diaminoisobutirico, desmosina, éacido 2,2’-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropionico, N-etilglicina, N-etil
asparagina, homoprolina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-
isoleucina, N-metil alanina, N-metil glicina, N-metil isoleucina, N-metil pentil glicina, N-metil valina, naftalanina,
norvalina, norleucina, ornitina, pentil glicina, acido pipecdlico y tioprolina. Otros aminoacidos no naturales incluyen
restos de aminoacidos modificados que estan quimicamente bloqueados, reversible o irreversible, 0 quimicamente
modificados en su grupo amino N terminal o en sus grupos laterales secundarios, como por ejemplo, aminoacidos D
y L N metilados o restos en los que los grupos funcionales de cadena lateral estdn quimicamente modificados con
otro grupo funcional. Por ejemplo, los aminoacidos modificados incluyen sulféxido de metionina; metionina sulfona;
acido aspartico-(beta-metil éster), un aminoacido modificado de acido aspartico, N-etilglicina, un aminoacido de
glicina modificado; carboxamida alanina, un aminoacido de alanina modificado. Otros restos que pueden
incorporarse se describen en Sandberg et al., J. Med. Chem. 41: 2481-91, 1998.

Como se usa en el presente documento: “5 Apa’ significa 5 aminopentanoilo, “12 Ado” significa 12 amino

dodecanoilo, “PEG(8)” significa 3,6,-dioxi octanoilo y “PEG(13)” significa 1-amino-4,7,10-trioxa-13-tridecanamina
succinimoilo.
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Como se indica en el presente documento, en la técnica se conocen hormonas peptidicas componentes nativas, asi
como sus analogos y derivados. Por referencia, en la Tabla 1 se proporcionan secuencias de diversas hormonas

peptidicas componentes nativas.

Tabla 1: hormonas peptidicas componentes ejemplares

Sec ID Descripcion Secuencia
44 Amilina de Rata KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY
45 h-Amilina KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
46 h-ADM YRQSMNNFQGIJISFGCRFGTCTVQKIAHQIYQFTDKDKDNVAP
RSKISPQGY
47 s-CT CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTNTGSGTP
48 h-CT CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP
49 h-CGRP a ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVPTNVGSKAF
50 H-CGRP 3 ACNTATCVTHRLAGLLSRSGGMVKSNFVPTNVGSKAF
51 h-AFP-6 (1-47) TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY
52 h-AFP-6 (8-47) VGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY
53 AFP-6(1-47) de raton PHAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLVRPAGRRDSAPVDPSSPHSY
54 AFP-6 (8-47) de raton VGCVLGTCQVQNLSHRLWQLVRPAGRRDSAPVDPSSPHSY
55 CCK-8-sulfatada DY(SO3)MGWMDF
56 h-Leptina MHWGTLCGFLWLWPYLFYVQAVPIQKVQDDTKTLIKTIVTRIN
DISHTQSVSSKQKVTGLDFIPGLHPILTLSKMDQTLAVYQQILTS
MPSRNVIQISNDLENLRDLLHVLAFSKSCHLPWASGLETLDSLG
GVLEASGYSTEVVALSRLQGSLQDMLWQLDLSPGC
57 h-PYY YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY
58 h-PYY (3-36) IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY
59 hGLP-1 (1-37) HDEFERHAEGTFTSDVSSTLEGQAALEFIAWLVKGRG
60 GLP-1 de rana HAEGTYTNDVTEYLEEKAAKEFIEWLIKGKPKKIRYS-OH;
188 GLP-1 de rana HAEGTFTSDVTQQLDEKAAKEFIDWLINGGPSKEIIS-OH
61 h-GLP-1 (7-36) HAEGTFTSDVSSYLEGQAALEFIAWLVKGR
62 h-GLP-2 HADGSFSDEMNTILDNLAARFINWLIETKITD
63 GLP-2 de rana HAEGTFTNDMTNYLEEKAAKEFVGWLIKGRP-OH
64 OXM HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA
65 Exendina-3 HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
66 Exendina-4 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
291 Urocortina Il (de Ratén) | VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV-NH2
292 WP-24 (Urocortina) WSPGARNQGGGARALLLLLAERFP-OH
293 TV-18 (Urocortina) TQSQRERAEQNRIIFDSV-NH2
294 Urocortina Humana DNPSLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV-NH2
295 SE-20 SFHYLRSRDASSGEEEEGKE-OH
(Urocortina-
111/Estrescopina)
296 Al-13 AQAAANAHLMAQI-OH
(Urocortina-
Ill/Estrescopina)
297 DA-21 DNPSLSIDLTFHLLRTLLELA-OH
(Urocortina)
298 TL-26 TKFTLSLDVPTNIMNLLFNIAKAKNL-OH
(Urocortina-Ill/
Estrescopina)
299 Urocortina lll Humana FTLSLDVPTNIMNLLFNIAKAKNLRAQAAANAHLMAQI-NH2
300 FN-38(SLM14) FLFHYSKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN-NH2
301 Polipéptido Natriurético | SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY-OH
Auricular alfa (1-28),
humano, porcino,
bovino
302 Péptido natriurético | c((NSKMAHSSSCFGQKIDRIGAVSRLGCDGLRLF)-OH
cerebral de rata;
BNP de Rata
303 Péptido Natriurético | SPKMYQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH-OH
Cerebral (BNP)
(humano)
304 Péptido natriurético de | GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC-OH
tipo C, Porcino; Cnp,
Porcino
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Sec ID Descripcion Secuencia
305 Neuromedina U-8 | YFLFRPRN-NH2
(porcina)
306 Neuromedina U (rata) YKVNEYQGPVAPSGGFFLFRPRN-NH2
307 Neuromedina U-9 GYFLFRPRN-NH2
308 Neuromedina (U25), | FRVDEEFQSPFASQSRGYFLFRPRN-NH2
humana

Generalmente, estos péptidos estan amidados en el extremo C cuando se expresan fisiolbgicamente, pero no
necesariamente para los fines de la presente invencién. En otras palabras, el extremo C de estos péptidos, asi como
los polipéptidos de hibridos de la presente invencién, pueden tener un grupo OH o NH; libre. Estos péptidos también
pueden tener otras modificaciones post-traduccionales. Un experto en la técnica apreciara que los polipéptidos
hibridos de la presente invencion también pueden construirse con un resto de metionina N terminal.

Los médulos peptidicos ejemplares, para su uso en la divulgacién, incluyen adicionalmente, médulos peptidicos que
pueden extenderse en el extremo N (y sus analogos y fragmentos) incluyendo Apelina, que existe en dos formas,
Apelina 36 y 13, ambas activas en el receptor de AJP (LVQPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF-OH
(SEC ID N°: 316) y pPERPRLSHKGPMPF-OH (SEC ID N°: 317)); péptido Liberador de Prolactina, que existe en 2
formas, PRP31 y PRP20, igualmente activo en GPR10 (SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (SEC ID
N°: 318) y TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (SEC ID N°: 319)); Gastrina, que existe como una gastrina grande y
mini gastrina, residiendo la mayor parte de la actividad sin embargo en los restos de la pentagastrina
(QLGPQGPPHLVADPSKKQGPWLEEEEEAYGWMDF-NH2 (SEC ID N°: 320); pEGPWLEEEEEAYGWMDF-NH2
(SEC ID Ne°: 321); beta-AWMDF-NH2 (SEC ID N°: 322)); CCK, que existe como CCK33 o CCK8 (central frente a
periférica; KAPSGRMSIVKNLQNLDPSHRISDRDYMGWMDF-NH2 (SEC ID N°: 323); DYMGWMDF-NH2) (SEC ID
N°: 55); Cortistatina, que existe como cortistatina 17 0 29 (QEGAPPQQSARRDRMPCRNFFWKTFSSCK-OH (SEC
ID N°: 324) y DRMPCRNFFWKTFSSCK-OH (SEC ID N°: 325)); somatostatina, que existe como somatostatina 14 o
28 (SANSNPAMAPRERKAGCKNFFWKTFTSC-OH (SEC ID N°: 326); AGCKNFFWKTFTSC-OH (SEC ID Ne°: 327));
GRP para la cual una secuencia C-terminal de 10 aminoacidos posee la mayoria de la actividad
(VPLPAGGGTVLTKMYPRGNHWAVGHLM-NH2 (SEC ID N°: 328); GNHWAVGHLM-NH2 (SEC ID Ne°: 329));
Neuromedina B para la cual una region C-terminal de 10 aminoacidos posee la mayoria de la actividad
(LSWDLPEPRSRASKIRVHSRGNLWATGHFM-NH2 (SEC ID Ne°: 330); GNLWATGHFM-NH2 (SEC ID N°: 331));
Neuromedina S para la cual una region C-terminal de 9 aminoacidos posee la mayoria de la actividad
(ILQRGSGTAAVDFTKKDHTATWGRPFFLFRPRN-NH2 (SEC ID Ne°: 315); PFFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 332));
Neuromedina U para la cual una regién C-terminal de 9 aminoacidos posee la mayoria de la actividad
(FRVDEEFQSPFASQSRGYFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 308); GYFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 307)); Neurotensina,
que existe como una forma larga y corta (KIPYILKRQLYENKPRRPYIL-OH (SEC ID N°: 333); QLYENKPRRPYIL-
OH) (SEC ID N° 334); Kiss-1 cuya actividad se basa principalmente en su extremo C
(GTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH2 (SEC ID N°:  335);
EKDLPNYNWNSFGLRF-NH2 (SEC ID N°: 336)); RF-amida-3, cuyos fragmentos C terminales poseen actividad
(SAGATANLPLRSGRNMEVSLVRRVPNLPQRF-NH2 (SEC ID N°: 337); VPNLPQRF-NH2 (SEC ID N°: 338));

Dinorfina, que existe como dinorfina grande (A) de dinorfina B (rimorfina)
(YGGFLRRIRPKLKWDNQKRYGGFLRRQFKVVT-OH (SEC ID N° 339) y YGGFLRRQFKVVT-OH (SEC ID Ne¢:
340)); PYY cuyos fragmentos C-terminales son activos en el receptor Y2
(YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2 (SEC ID N°: 57); SLRHYLNLVTRQRY-NH2 (SEC ID N°:
341)); AFP-6 cuya region 7-47 conserva actividad
(TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY-NH2 (SEC ID Ne: 51);

VGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY-NH2 (SEC ID Ne°: 52)); incluyendo la familia de la
amilina que incluye adrenomedulina, calcitonina y CGRP; Oxitocina cuya amida C-terminal generalmente es
necesaria para la actividad y puede tolerar extensiones N-terminales.

Los mdadulos peptidicos ejemplares para su uso en la divulgacién incluyen adicionalmente, mddulos peptidicos que
pueden extenderse en el extremo C que incluyen, Endotelina |, iy ETI
(CSCSSLMDKECVYFCHLDIIWVNTPEHVVPYGLGSPRS-OH (SEC ID N°: 342); CSCSSLMDKECVYFCHLDIIW-OH
(SEC ID N° 343)), ETIl (CSCSSWLDKECVYFCHLDIIWVNTPEQTAPYGLGNPP-OH (SEC ID N° 344),
CSCSSWLDKECVYFCHLDIIW-OH (SEC ID Ne: 345)) y ETIN
(CTCFTYKDKECVYYCHLDIWINTPEQTVPYGLSNYRGSFR-NH2 (SEC ID N°: 346); CTCFTYKDKECVYYCHLDIIW-
OH (SEC ID N°: 347)); grelina cuya actividad se basa principalmente en sus 10 primeros restos
(GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQP-OH (SEC ID N°: 348); GSSFLSPEHQ-OH (SEC ID N°: 349)); glucagones,
incluyendo oxintomodulina que es un glucagén extendido en el extremo C con actividad similar a los glucagones
(HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA-OH (SEC ID Ne: 350);
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT-OH (SEC ID N°: 351)); GLP-1/GLP-2 cuyas actividades se conservan
con o sin una amida C terminal; GIP, que circula en 2 formas, GIP1-42 y GIP1-30, ambos completamente activos en
el Receptor GIP (YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ-OH (SEC ID Ne° 352);
YAEGTFISDYSLAAMKIHQQDFVNWLLAQK-NH2 (SEC ID N°: 353)); neuropéptido W, que existe como NPW23 y
NPW30, igualmente activo en GPR7 y 8 (WYKHVASPRYHTVGRAAGLLMGLRRSPYLW-OH (SEC ID N°: 354);
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WYKHVASPRYHTVGRAAGLLMGL-OH (SEC ID Ne°: 355)); PACAP que existe en 2 formas, PACAP27 y 38

(HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH2 (SEC ID NO: 356);
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH2 (SEC ID Ne: 357)); PHI y PHV
(HADGVFTSDFSKLLGQLSAKKYLESLMGKRVSSNISEDPVPV-OH (SEC ID Ne: 358);
HADGVFTSDFSKLLGQLSAKKYLESLM-NH2 (SEC ID N°: 359)); GRF, que existe en 2 formas GRF29 y GRF40
(YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL-NH2 (SEC ID Ne: 360);
YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMS-OH (SEC ID N°: 361)); PTH formas 1-34 y 1-37 que poseen actividad de
PTH 1-84 de longitud completa

(SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVALGAPLAPRDAGSQRPRKKEDNVLVESHEKSLGEADKADV
NVLTKAKSQ (SEC ID N° 362); SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVAL-OH (SEC ID N°: 363);
SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNF-OH (SEC ID N° 364)); PTH-RP para la cual 1-36 posee
actividad de 1-86 de longitud completa
(AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHHLIAEIHTAEIRATSEVSPNSKPSPNTKNHPVRFGSDDEGRYLTQETNKVETY
KEQPLKTPGKKKKGKP-NH2 (SEC ID N°: 365); AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHHLIAEIHTAEI-OH (SEC ID N°:
366)); gama-MSH para la cual gama-MSH1 mas corto y gama-MSH3 mas largo tienen actividades similares
(YYMGHFRWDRFGRRNSSSSGSSGAGQ-OH (SEC ID N°: 367); YYMGHFRWDRF-NH2 (SEC ID N°: 368)); MSH
para la cual la alfa-MSH es una parte activa de la ACTH
(SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF-OH (SEC ID N°: 369); SYSMEHFRWGKPV-NH2 (SEC
ID N°: 370)); y endorfinas para las cuales la endorfina A, delta y y son subpéptidos activos de la endorfina f mas
larga (YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAYKKGE-OH (SEC ID N°: 371); YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAY-
OH (SEC ID N°: 372); YGGFMTSEKSQTPLVTL-OH (SEC ID N°: 373); YGGFMTSEKSQTPLVT-OH (SEC ID N°:
374)).

Por ejemplo, las melanocortinas son péptidos del gen de la proopiomelanocortina, incluyendo la hormona
estimulante de melanocitos alfa (alfa-MSH) y la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y se conocen cinco
receptores de melanocortina se conocen, MC1-5R. MC4R parece desempefiar una funcion en el equilibrio
energético y obesidad. Véase, por ejemplo, Anderson et al., Expert Opin. Ther. Patents 11: 1583-1592 (2001),
Speake et al., Expert Opin. Ther. Patents 12: 1631-1638 (2002), Bednarek et al., Expert Opin. Ther. Patents 14: 327-
336 (2004).

En la técnica se conocen analogos de las hormonas peptidicas componentes anteriores, pero generalmente incluyen
modificaciones tales como sustituciones, deleciones e inserciones en la secuencia de aminoacidos de dichas
hormonas peptidicas componentes, y cualquiera de sus combinaciones. Las sustituciones, inserciones y deleciones
pueden estar el extremo N o C terminal, o pueden estar en partes internas de la hormona peptidica componente. En
un aspecto preferido, los analogos de las hormonas peptidicas componentes de la invencion incluyen una o mas
modificaciones de un resto de amino&cido “no esencial”’. En el contexto de la invencidn, un resto de aminoacido “no
esencial” es un resto que puede alterarse, es decir, delecionarse o sustituirse, en la secuencia de aminoacidos
humana nativa del fragmento, por ejemplo, el fragmento de la hormona peptidica componente, sin anular o reducir
sustancialmente la actividad agonista del receptor de la hormona peptidica componente del analogo resultante.

Las sustituciones preferidas incluyen sustituciones de aminoacidos conservativas. Una “sustitucion de aminoacido
conservativa” es una en la que el resto de aminoacido se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar, o caracteristicas fisicoquimicas (por ejemplo, rasgos electroestaticos, enlaces de hidrégeno,
isostéricos, hidréfobos) similares. En la técnica se conocen familias de restos de aminoéacidos que tienen cadenas
laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, metionina, cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano), cadenas
laterales B ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

La presente invencion también se refiere a derivados de las hormonas peptidicas componentes. Dichos derivados
incluyen hormonas peptidicas componentes y andlogos de las mismas conjugados con una o mas moléculas
poliméricas solubles en agua, tales como polietilenglicol (“PEG”) o cadenas de acidos grasos de diversas longitudes
(por ejemplo, estearilo, palmitoilo, octanoilo, etc.), o por la adicion de poliaminoacidos, tales como poli-his, poli-arg,
poli-lys y poli-ala. Las modificaciones en las hormonas peptidicas componentes o sus analogos también pueden
incluir sustituyentes de moléculas pequefias tales como alquilos cortos y alquilos restringidos (por ejemplo,
ramificados, ciclicos, condensados, adamantilo), y grupos aromaticos. Las moléculas poliméricas solubles en agua
tendran preferentemente un peso molecular que varia de aproximadamente 500 a aproximadamente 20.000 Daltons.

Dichas conjugaciones poliméricas y modificaciones de sustituyentes de moléculas pequefias pueden producirse
singularmente en el extremo N o C o en las cadenas laterales de los restos de aminoacidos dentro de la secuencia
de los polipéptidos hibridos. Como alternativa, puede haber sitios de derivatizacion mudltiples a lo largo del
polipéptido hibrido. La sustitucién de uno o mas aminoacidos con lisina, acido aspartico, acido glutamico o cisteina
puede proporcionar sitios de derivatizacion adicionales. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos
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5.824.784 y 5.824.778. Preferentemente, los polipéptidos hibridos pueden conjugarse con una, dos o tres moléculas
poliméricas.

Las moléculas poliméricas solubles en agua estan preferentemente ligadas a un grupo amino, carboxilo o tiol y
pueden ligarse mediante un extremo N o C, o en las cadenas laterales de lisina, acido aspartico, acido glutamico o
cisteina. Como alternativa, las moléculas poliméricas solubles en agua pueden ligarse con grupos diamina y
dicarboxilicos. En una realizacion preferida, los polipéptidos hibridos de la invencion estan conjugados con una, dos
0 tres moléculas de PEG a través de un grupo épsilon amino en un aminoacido de lisina.

Los derivados de la invencion también incluyen hormonas peptidicas componentes o analogos con alteraciones
guimicas en uno o mas restos de aminoacidos. Dichas alteraciones quimicas incluyen amidacién, glucosilacion,
acilacion, sulfatacién, fosforilacion, acetilacion y ciclacion. Las alteraciones quimicas pueden producirse
singularmente en los extremos N o C o en las cadenas laterales de restos de aminoacidos dentro de la secuencia de
los polipéptidos PPF hibridos. En una realizacion, el extremo C de estos péptidos puede tener un grupo -OH o -NH>
libre. En otra realizacion, el extremo N terminal puede protegerse con un grupo isobutiloxicarbonilo, un grupo
isopropiloxicarbonilo, un grupo n-butiloxicarbonilo, un grupo etoxicarbonilo, un grupo isocaproilo (isocap), un grupo
octanilo, un grupo octil glicina (G(Oct)), o un grupo acido 8-aminooctanico. En una realizacion preferida, la ciclacién
puede ser a través de la formacién de puentes disulfuro. Como alternativa, a lo largo del polipéptido hibrido puede
haber sitios multiples de alteracion quimica.

La familia de la amilina

Como se indica en el presente documento, las hormonas peptidicas componentes (tiles en la presente invencion,
como se define en las reivindicaciones, incluyen hormonas peptidicas de la familia de la amilina, que incluyen
amilina, adrenomedulina (“ADM"), calcitonina (“CT"), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (“CGRP"),
intermedina (también conocida como “AFP-6") y péptidos relacionados. En la técnica se conocen hormonas
peptidicas de la familia de la amilina nativas, al igual que sus analogos y derivados peptidicos funcionales. En el
presente documento se describen determinados péptidos nativos, analogos y derivados peptidicos preferidos, sin
embargo debe reconocerse que, junto con la presente invencién, puede usarse cualquiera de los péptidos conocidos
de la familia de la amilina que presente actividad hormonal conocida en la técnica.

Cualquier analogo o derivado de amilina conocido en la técnica puede usarse junto con la presente invencion. Los
analogos y derivados de amilina tienen al menos una actividad hormonal de la amilina nativa. En determinadas
realizaciones, los analogos de la amilina son agonistas de un receptor con el que la amilina nativa es capaz de
unirse especificamente. Los analogos y derivados preferidos de la amilina incluyen los descritos en el documento US
2003/0026812 Al.

Los analogos ejemplares de amilina incluyen:

SEC ID:

67 #283prg-h-amilina (pramlintida)

68 des-"Lys-h-amilina

69 ®pro,*®val,”®*Pro-h-amilina

70 ®Arg,”>*®Pro-h-amilina

71 des-"Lys, ®Arg,”>*°Pro-h-amilina

72 BArg,”***Pro-h-amilina

73 des-'Lys,®Arg,”>***’Pro-h-amilina

74 des-",Lys”>***Pro-h-amilina

75 pro,?®val,”®*Pro-h-amilina

76 “*Pro-h-amilina, 2,7-Ciclo-[’Asp, Lys]-h-amilina
77 “3'h-amilina

78 ' Ala-h-amilina

79 Ala-h-amilina

80 %’pla-h-amilina

81 'Ser-h-amilina

82 “Pro-h-amilina

83 22prg-h-amilina

84 des-"Lys,”>*®Pro-h-amilina

85 2L eu,”®Pro,”®val,”®*°Pro-h-amilina

86 “Leu”Pro*®Val’°Pro-h-amilina

87 des-"Lys,”’Leu,””Pro,”*Val,”°Pro-h-amilina
88 ®Arg,”’Leu, ~°Pro,”®Val,”®Pro-h-amilina
89 Arg,”Leu,”?**Pro-h-amilina

90 Barg®Leu,”*Pro-h-amilina
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SEC ID:

91 e, ”Leu,”***Pro-h-amilina

92 e, ”*®®Pro-h-amilina

93 des-"Lys,""lle,”Leu,””®*Pro-h-amilina

94 Hlle,” Arg,”Leu-h-amilina

95 Hlle,”* Arg,”Leu,”Val,”’Pro-h-amilina

96 Mlle,Arg,”Leu,”®Pro,”®Val,”®*’Pro-h-amilina,

97 SThr,” His,”Leu,”®Ala,”®Leu,”Pro,* Asp-h-amilina

98 BThr,”His,”Leu,”®Ala,”’Pro,* Asp-h-amilina

99 des-"Lys,Thr,” His,”’Leu,”®Ala,”®Pro,* Asp-h-amilina
100 BThr,"* Arg,” His,”’Leu,”°Ala,”’Pro,>" Asp-h-amilina
101 SThr,Arg,” His,”Leu,”®*°Pro,”" Asp-h-amilina

102 SThr,"Arg,” His,”’Leu,”Pro,”Ala,”**Pro,”" Asp-h-amilina

Como se sabe en la técnica, dichos analogos de amilina esta preferentemente amidados, pero en el contexto de la
presente invencidn, pueden estar opcionalmente en forma de acido salvo que se especifique de otra manera.

Cualquier analogo o derivado de la ADM conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En
una realizacion, los analogos y derivados de la ADM tienen al menos una actividad hormonal de la ADM nativa. En
determinadas realizaciones, los analogos de la ADM son agonistas de un receptor con el que la ADM nativa puede
unirse especificamente.

Cualquier analogo o derivado de la CT conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En
una realizacién, los analogos y derivados de la CT tienen al menos una actividad hormonal de la CT nativa. En
determinadas realizaciones, los anéalogos de la CT son agonistas de un receptor con el que la CT nativa puede
unirse especificamente. Los analogos y derivados preferidos de la CT incluyen los descritos en las Patentes de
Estados Unidos Nos 4.652.627; 4.606.856; 4.604.238; 4.597.900; 4.537.716; 4.497.731; 4.495.097; 4.444.981;
4.414.149; 4.401.593; y 4.397.780.

Los analogos ejemplares de la CT incluyen

SEC ID:

103 Gly-CT

104 “Leu-CT

105 *Gly,*Ser,’Gly,”des-Tyr-CT
106 Glu-sCT,

107 Arg-sCT,

108 Arg-sCT,

109 "Glu,®Arg-sCT,

110 Glu,"""®Arg-sCT

Como se sabe en la técnica, dichos analogos de CT estan preferentemente amidados, pero en el contexto de la
presente invencidn, pueden estar opcionalmente en forma acida salvo que se especifique de otra manera.

Cualquier analogo o derivado del CGRP conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En
una realizacion, los analogos y derivados del CGRP tienen al menos una actividad hormonal del CGRP nativo. En
determinadas realizaciones, los analogos del CGRP son agonistas de un receptor con el que el CGRP nativo puede
unirse especificamente. Los analogos y derivados del CGRP incluyen los descritos en las Patentes de Estados
Unidos Nos 4.697.002 y 4.687.839.

Los analogos ejemplares del CGRP incluyen:

SEC ID:
111 %D-Ser-CGRP
112 ®_Thr-CGRP
113 *D-Asp-CGRP
114 %D-Asn-CGRP
115 %3Ser-CGRP
116 ®Hse-CGRP
117 *Asp-CGRP
118 ®Thr-CGRP
119 %Asn-CGRP
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Cualquier analogo o derivado de la AFP-6 conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En
una realizacion, los analogos y derivados de la AFP-6 tienen al menos una actividad hormonal de la AFP-6 nativa.
En determinadas realizaciones, los analogos de la AFP-6 son agonistas de un receptor con el que la AFP-6 nativa
puede unirse especificamente. Los analogos y derivados de la AFP-6 incluyen los descritos en el documento WO
2003/022304.

Los analogos ejemplares de la AFP-6 incluyen:

SEC ID:

120 TQAQLLRVGCGNLSTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY
121 TQAQLLRVGCDTATCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY
122 TQAQLLRVGMVLGTMQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY
123 TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVEPSSPHSY
124 TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQESAPVEPSSPHSY
125 TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQL----RQDSAPVDPSSPHSY

126 TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQL----DSAPVDPSSPHSY

127 RVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

128 VGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVEPSSPHSY

129 VGCVLGTCQVQNLSHRLWQL---RQDSAPVEPSSHSY

130 GCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

131 GCNTATCQVQNLSHRLWQL----RQDSAPVDPSSPHSY

132 GCNTATCQVONLSHRLWQL----RQDSAPVEPSSPHSY

133 GCSNLSTCQVQNLSHRLWQL----RQDSAPVEPSSPHSY

134 GCGNLSTCQVQNLSHRLWQL----RQDSAPVEPSSPHSY

135 GCVLGTCQVQNLSHRLWQL--—-RQESAPVEPSSPHSY

136 CVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

137 QVONLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

138 VONLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

139 VONLSHRL---QLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

140 GTMQVQNLSHRLWQL---RQDSAPVEPSSPHSY

Como se sabe en la técnica, dichos analogos de AFP-6 estan preferentemente amidados, pero en el contexto de la
presente divulgacién, pueden estar opcionalmente en forma acida salvo que se especifique de otra manera.

La familia de la CCK

En la técnica se conocen las CCK, incluyendo la hCCK y variantes de especie y diversos analogos de las mismas.
Generalmente, la CCK tiene una secuencia de 33 aminoacidos identificada por primera vez en seres humanos, e
incluye un fragmento C terminal in vivo de 8 aminoacidos (“CCK-8") que se ha demostrado supuestamente en cerdo,
rata, pollo, chinchilla, perro y ser humano. Otras variantes de especie incluyen una secuencia de 39 aminoacidos
encontrada en cerdo, perro y cobaya y una de 58 aminoacidos encontrada en gato, perro y ser humano, y una
secuencia de 47 aminoacidos homéloga tanto a la CCK como a la gastrina. La secuencia octapeptidica (CCK-8)
sulfatada con tirosina en el extremo C, esta relativamente conservada entre las especies y pueden ser la secuencia
minima para la actividad biolégica en la periferia de roedores. Por tanto, el término CCK-33 se referira generalmente
a la CCK(1-33) de ser humano, mientras que la CCK-8 (CCK(26-33); SEC ID N°: 55) se referira al octapéptido C
terminal genéricamente tanto en la forma sulfatada como en la no sulfatada salvo que se especifique de otra
manera. Adicionalmente, la pentagastrina o CCK-5 se referira al péptido C terminal CCK(29-33) (SEC ID N°: 209) y
la CCK-4 se referira al tetrapéptido C terminal CCK(30-33) (SEC ID N°: 208).

Se ha indicado que un subtipo del receptor de tipo A (CCKa) es selectivo para el octapéptido sulfatado. El subtipo del
receptor de tipo B (CCKg) se ha identificado por todo el cerebro y estémago, y supuestamente no requiere la
sulfatacion o los ocho aminoécidos.

En la técnica se conocen diversos métodos de exploracién in vivo e in vitro para analogos de la CCK. Como
ejemplos se incluyen ensayos in vivo que implican la contraccion de la vesicula biliar de perro o cobaya después de
inyeccion intravenosa rapida del compuesto a ensayar con respecto a la actividad similar a la CCK, y en ensayos in
vitro usando tiras de vesicula biliar de conejo. Véase Walsh, “Gastrointestinal Hormones”, en Physiology of the
Gastrointestinal Tract (32 ed. 1994; Raven Press, Nueva York).

Determinadas CCK y analogos de CCK ejemplares con actividad CCK incluyen:

SEC ID:
141 DY(SO3H)MGWMDF
142 DYMGWMDF
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SEC ID:

143 MGWMDF

144 GWMDF

145 WMDF

146 KDY(SOsH)MGWMDF
147 KDYMGWMDF

148 KMGWMDF

149 KGWMDF

150 KWMDF

Como se sabe en la técnica, dichos péptidos de CCK estan preferentemente amidados, pero en el contexto de la
presente divulgacién, pueden estar opcionalmente en forma acida salvo que se especifique de otra manera.

La Familia de la Leptina

Las hormonas peptidicas componentes Utiles en la presente divulgacién también incluyen hormonas peptidicas de la
familia de la leptina. En la técnica se conocen hormonas peptidicas de la familia de la leptina nativa, al igual que
analogos y derivados peptidicos funcionales. En el presente documento se describen determinados péptidos nativos,
analogos y derivados peptidicos preferidos, sin embargo, debe reconocerse que cualquier péptido de la familia de la
amilina que presente actividad hormonal conocida en la técnica puede usarse junto con la presente descripcion.

Cualquier analogo o derivado de la leptina conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En
una realizacion, los analogos y derivados de la leptina tienen al menos una actividad hormonal de la leptina nativa.
En determinadas realizaciones, los analogos de la leptina son agonistas de un receptor con el que la leptina nativa
puede unirse especificamente. Los analogos y derivados de la leptina preferidos incluyen los descritos, por ejemplo,
en los documentos WO 2004/039832, WO 98/55139, WO 98/12224, y WO 97/02004.

En una realizacion los péptidos de leptina incluyen MVPIQK, VQDDTK, TLIK, TIVTR, INDISHTQSVSSK,
VTGLDFIPGLHPILTLSK, NVIQISNDLENLR, DLLHVLAFSK, SCHLPWASGLETLDSLGGVLEASGYSTEWALSR vy
LQGSLQDMLWQLDLSPGC como se desvela en el documento W0O97046585.

En una realizacion, un péptido de leptina puede tener una secuencia de aminoacidos Xaan-Ser-Cys-Xaal-Leu-Pro-
Xaa2-Xaa3-Xaan, en la que Xaan puede tener cero restos de longitud, o puede ser un tramo contiguo de restos
peptidicos derivados de las secuencias de la leptina humana o de ratén de longitud completa, un tramo de entre 1 y
7 en cualquiera de los extremos C 0 N, o en el que el péptido de leptina tiene una longitud total de 15 aminoacidos o
menor. En otra realizacién, Xaal, Xaa2 o Xaa3 puede ser cualquier sustitucion de aminoacidos. En otra realizacion
adicional, Xaal, Xaa2 o Xaa3 puede ser cualquier sustitucion de aminoacidos conservativa de los restos respectivos
en la leptina humana o de raton de longitud completa. En una realizacion adicional, Xaal puede seleccionarse del
grupo que consiste en His 0 Ser, y Xaa2 o Xaa3 es cualquier sustitucién de aminoacido. En otra realizacion, Xaa2
puede seleccionarse del grupo que consiste en Trp o GIn, y Xaal o Xaa3 es cualquier sustitucion de aminoacido.
Incluso en otra realizacion, Xaa3 puede seleccionarse del grupo que consiste en Ala o Thr y Xaal o Xaa2 es
cualquier sustitucién de aminoacido. En otra realizacion, Xaal se selecciona del grupo que consiste en His o Ser,
Xaa2 se selecciona del grupo que consiste en Trp o GIn y Xaa3 se selecciona del grupo que consiste en Ala o Thr.
Véase el documento WO04039832.

En una realizacion, el péptido de leptina comprende 116-122 restos de aminoacido C terminal de la leptina humana
o de raton de longitud completa nativa (correspondiente a las posiciones 95-101 de sus formas maduras) e
isoformas D, fragmentos, derivados, analogos y homologos de las mismas, que poseen la capacidad de modular la
homeostasis de la masa corporal en ensayos con animales después de administracion i.p. (intraperitoneal). Los
péptidos D sustituidos de ratdn especificos de secuencia SCSLPQT incluyen [D- Ser-1]-, [D-Cys-2]-, [D-Ser-3]-, [D-
Leu-4]-, [D-Pro-5]-, [D-GIn-6]-, [D-Thr-7]-SCSLPQT y todo de [D] SCSLPQT. Los péptidos D sustituidos humanos
especificos de SCHLPWA incluyen [D-Ser-1]-, [D-Cys-2]-, [D-His-3]-, [D-Leu-4]-, [D- Pro-5]-, [D-Trp-6]-, [D-Ala-7]-
SCHLPWA y todo [D]-SCHLPWA. Ademas, los péptidos SCHLPWA y SCSLPQT pueden contener aminoacidos D
sustituidos en cualquiera de dos, tres, cuatro, cinco o seis posiciones. También se desvelan péptidos relacionados
con leptina que comprenden 21-35, 31-45, 41-55 y 51-65 aminoacidos N-terminal de la leptina nativa y fragmentos
derivados, analogos y homdlogos de la misma. Los péptidos de leptina adicionales de la invencion comprenden las
secuencias de aminoécidos 61-75, 71-85, 81-95, 91-105, 106-120, 116-130, 126-140, 136-150, 146-160, y 156-167
de la leptina de longitud completa humana y/o de ratén. Véase el documento WO04039832.

En una realizacion la leptina tiene la secuencia Ser Cys His Leu Pro Xaa Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu
Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu Xaa Gly Ser Leu Xaa Asp Xaa Leu Xaa
Xaa Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys en la que: Xaa en la posicion 6 es Trp o GIn; Xaa en la posicion 36 es Gin o Glu;
Xaa en la posicion 40 es GIn o Glu; Xaa en la posicién 42 es lle, Leu, Met o sulféxido de metionina; Xaa en la
posicion 44 es Trp o GIn; y Xaa en la posicion 45 es GIn o Glu. En otra realizacion son leptina de lo anterior cuando
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Xaa en la posicién 6 es Trp; Xaa en la posicion 36 es GIn; Xaa en la posicidon 40 es GIn; Xaa en la posicion 42 es
Met; Xaa en la posicion 44 es Trp; y Xaa en la posicion 45 es GIn. Véase la patente de Estados Unidos 5521283.

En una realizacion las leptinas son secuencias nativas, que incluyen

Leptina murina: Val Pro lle GIn Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Asn Asp lle
Ser His Thr Xaa Ser Val Ser Ser Lys GIn Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro lle Leu Thr Leu
Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr GIn Gin lle Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val lle GIn lle Ser Asn Asp
Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro GIn Ala Ser Gly Leu Glu Thr
Leu Glu Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser Leu
GIn Asp Met Leu GIn GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys, en la que: Xaa en la posicion 28 es GIn o falta;

Leptina porcina: Val Pro lle Trp Arg Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Ser Asp lle
Ser His Met GIn Ser Val Ser Ser Lys GIn Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro Val Leu Ser Leu
Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala lle Tyr GIn GIn lle Leu Thr Ser Leu Pro Ser Arg Asn Val lle Gin lle Ser Asn Asp
Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Ser Ser Lys Ser Cys Pro Leu Pro GIn Ala Arg Ala Leu Glu Thr
Leu Glu Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ala Leu
GIn Asp Met Leu Arg GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys;

Leptina bovina: Val Pro lle Cys Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Asn Asp lle
Ser His Thr Xaa Ser Val Ser Ser Lys GIn Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro Leu Leu Ser Leu
Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala lle Tyr GIn GlIn lle Leu Thr Ser Leu Pro Ser Arg Asn Val Val GIn lle Ser Asn Asp
Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Ala Ser Lys Ser Cys Pro Leu Pro GIn Val Arg Ala Leu Glu Ser
Leu Glu Ser Leu Gly Val Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser Leu
GIn Asp Met Leu Arg GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys en la que Xaa en la posicion 28 es GIn o falta;

Leptina humana: Val Pro lle GIn Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Asn Asp lle
Ser His Xaa Xaa Ser Val Ser Ser Lys GIn Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro lle Leu Thr Leu
Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr GIn Gin lle Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val lle GIn lle Ser Asn Asp
Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr
Leu Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser Leu
GIn Asp Met Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys en la que: Xaa en la posicion 27 es Thr o Ala; y Xaa en la
posicion 28 es GlIn o falta; Leptina de Rhesus: Val Pro lle GIn Lys Val GIn Ser Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle
Val Thr Arg lle Asn Asp lle Ser His Thr GIn Ser Val Ser Ser Lys GIn Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu
His Pro Val Leu Thr Leu Ser GIn Met Asp GIn Thr Leu Ala lle Tyr GIn GIn lle Leu lle Asn Leu Pro Ser Arg Asn Val
lle GIn lle Ser Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Leu
Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Glu Ser Leu Gly Asp Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser
Arg Leu GIn Gly Ser Leu GIn Asp Met Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys; y

Leptina de rata: Val Pro lle His Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Asn Asp lle
Ser His Thr GIn Ser Val Ser Ala Arg GIn Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro lle Leu Ser Leu Ser
Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr GIn GIn lle Leu Thr Ser Leu Pro Ser GIn Asn Val Leu GIn lle Ala His Asp
Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro GIn Thr Arg Gly Leu GIn
Lys Pro Glu Ser Leu Asp Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser
Leu GIn Asp lle Leu GIn GIn Leu Asp Leu Ser Pro Glu Cys.

En otra realizacion los péptidos de leptina tienen la secuencia:

Val Pro lle GIn Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle Val Thr Arg lle Xaa Asp lle Ser His Xaa Xaa
Ser Val Ser Ser Lys GIn Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His Pro lle Leu Thr Leu Ser Lys Xaa Asp
GIn Thr Leu Ala Val Tyr GIn GIn lle Leu Thr Ser Xaa Pro Ser Arg Xaa Val lle GIn lle Xaa Asn Asp Leu Glu Asn
Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser
Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Xaa Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser Leu GIn Asp Met
Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys, en la que: Xaa en la posicién 22 es Asn, Asp o Glu; Xaa en la
posicion 27 es Thr o Ala; Xaa en la posicion 28 es GIn, Glu, o falta; Xaa en la posicién 54 es Met o0 Ala; Xaa en la
posicion 68 es Met 0 Leu; Xaa en la posicion 72 Asn, Asp o0 Glu; Xaa en la posicién 77 es Ser o Ala; Xaa en la
posicion 118 es Gly o Leu; teniendo dicha proteina al menos una sustituciéon seleccionada del grupo que consiste
en: His en la posicién 97 se reemplaza con Ser o Pro; Trp en la posicién 100 se reemplaza con GIn, Ala o Leu;
Ala en la posicion 101 se reemplaza con Thr o Val; Ser en la posicién 102 se reemplaza con Arg; Gly en la
posicion 103 se reemplaza con Ala; Glu en la posicion 105 se remplaza con GIn; Thr en la posiciéon 106 se
reemplaza con Lys o Ser; Leu en la posicion 107 se reemplaza con Pro; Asp en la posicion 108 se reemplaza
con Glu; o Gly en la posicion 111 se reemplaza con Asp.

En otra realizacion la leptina tiene la secuencia: Val Pro lle GIn Lys Val GIn Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle Lys Thr lle
Val Thr Arg lle Asn Asp lle Ser His Xaa GIn Ser Val Ser Ser Lys GIn Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe lle Pro Gly Leu His
Pro lle Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr GIn GIn lle Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val lle GIn
lle Xaa Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly
Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Xaa Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly
Ser Leu GIn Asp Met Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys, en la que: Xaa en la posicion 27 es Thr o Ala; Xaa
en la posicién 77 es Ser o Ala; Xaa en la posicion 118 es Gly o Leu; teniendo dicha proteina al menos una
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sustitucion, teniendo preferentemente de una a cinco sustituciones y, mas preferentemente, de una a dos
sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en: His en la posicion 97 se reemplaza con Ser; Trp en la
posicion 100 se reemplaza con Gin; Ala en la posicion 101 se reemplaza con Thr; Glu en la posicion 105 se
reemplaza con GIn; Thr en la posicion 106 se reemplaza con Lys; Leu en la posicion 107 se reemplaza con Pro; Asp
en la posicién 108 se reemplaza con Glu; o Gly en la posicion 111 se reemplaza con Asp. En realizaciones
adicionales de la secuencia anterior Xaa en la posiciéon 27 es Thr; Xaa en la posicion 77 es Ser; Xaa en la posicién
118 es Gly; y los restos de aminoacidos las posiciones 97, 100, 101, 105, 106, 107, 108 y 111 son como se indica en
la siguiente tabla:

97 | 100|101 | 105 | 106 | 107 | 108 | 111
humana nativa His | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
His | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
His | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
His | GIn | Ala | Gin | Thr | Leu | Asp | Gly
His | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
His | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
His | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
His | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
His | Trp | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
His | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
His | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
His | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly
His | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly
His | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly
His | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp
His | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp
His | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp
Ser | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
Ser | Trp | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp
Ser | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp
Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly
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97 1100 | 101 | 105 | 106 | 107 | 108 | 111

Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly

Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp

Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly

Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp

Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp

His | GIn | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly

His | GIn | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly

His | GIn | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly

His | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly

His | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp

His | GIn | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly

His | GIn | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly

His | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly

His | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp

His | GIn | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly

His | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly

His | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp

His | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly

His | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp

His | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp

His | Trp | Thr | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly

His | Trp | Thr | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly

His | Trp | Thr | Gin | Thr | Leu | Glu | Gly

His | Trp | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp

His | Trp | Thr | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly

His | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly

His | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp

His | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly

His | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp

His | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp

His | Trp | Ala | GIn | Lys | Pro | Asp | Gly

His | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Glu | Gly

His | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Asp

His | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Glu | Gly

His | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Asp

His | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Asp

His | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Glu | Gly

His | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Asp

His | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Asp

His | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Asp

Ser | GIn | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Gly

Ser | GIn | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Gly

Ser | GIn | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Gly

Ser | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Gly

Ser | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Asp | Asp

Ser | GIn | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly

Ser | GIn | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly

Ser | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly

Ser | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp

Ser | GIn | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly

Ser | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly

Ser | GIn | Ala | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp

Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly

Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp

Ser | GIn | Ala | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp

Ser | Trp | Thr | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly

Ser | Trp | Thr | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly

Ser | Trp | Thr | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly

Ser | Trp | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp

Ser | Trp | Thr | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly

Ser | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly

Ser | Trp | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp
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97 | 100 | 101 | 105 | 106 | 107 | 108 | 111
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp
Ser | Trp | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp
Ser | Trp | Ala | GIn | Lys | Pro | Asp | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Glu | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Asp
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Glu | Gly
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Asp
Ser | Trp | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Asp
Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Glu | Gly
Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Pro | Asp | Asp
Ser | Trp | Ala | Glu | Lys | Leu | Glu | Asp
Ser | Trp | Ala | Glu | Thr | Pro | Glu | Asp
His | GIn | Thr | GIn | Lys | Leu | Asp | Gly
His | GIn | Thr | GIn | Thr | Pro | Asp | Gly
His | GIn | Thr | GIn | Thr | Leu | Glu | Gly
His | GIn | Thr | GIn | Thr | Leu | Asp | Asp
His | GIn | Thr | Glu | Lys | Pro | Asp | Gly
His | GIn | Thr | Glu | Lys | Leu | Glu | Gly
His | GIn | Thr | Glu | Lys | Leu | Asp | Asp
His | GIn | Thr | Glu | Thr | Pro | Glu | Gly
His | GIn | Thr | Glu | Thr | Pro | Asp | Asp
His | GIn | Thr | Glu | Thr | Leu | Glu | Asp
His | GIn | Ala | GIn | Lys | Pro | Asp | Gly
His | GIn | Ala | GIn | Lys | Leu | Glu | Gly
His | GIn | Ala | GIn | Lys | Leu | Asp | Asp
His | GIn | Ala | GIn | Thr | Pro | Glu | Gly
His | GIn | Ala | GIn | Thr | Pro | Asp | Asp
His | GIn | Ala | GIn | Thr | Leu | Glu | Asp

En una realizacion la leptina tiene la secuencia: lle Pro Gly Leu His Pro lle Leu Thr Leu Ser Lys Xaa Asp Xaa Thr
Leu Ala Val Tyr Xaa Xaa lle Leu Thr Ser Xaa Pro Ser Arg Xaa Val lle Xaa lle Ser Xaa Asp Leu Glu Xaa Leu Arg Asp
Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Xaa Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly Gly Val
Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu Xaa Gly Ser Leu Xaa Asp Xaa Leu Xaa Xaa Leu
Asp Leu Ser Pro Gly Cys, en la que: Xaa en la posicion 13 es lle, Leu, Met o sulfoxido de metionina; Xaa en la
posicion 15 es GIn o Glu; Xaa en la posicién 21 es GIn o Glu; Xaa en la posicion 22 es GIn o Glu; Xaa en la posicion
27 es lle, Leu, Met o sulfoxido de metionina; Xaa en la posicion 31 es Asn, Asp o GIn; Xaa en la posicion 34 es GIn o
Glu; Xaa en la posicion 37 es Asn, Asp o0 GIn; Xaa en la posicion 41 es Asn, Asp o0 GIn; Xaa en la posiciéon 59 es Trp
0 GlIn; Xaa en la posicién 89 es GIn o Glu; Xaa en la posicion 93 es Gln o Glu; Xaa en la posicion 95 es lle, Leu, Met
o sulfoxido de metionina; Xaa en la posiciéon 97 es Trp o GIn; y Xaa en la posicion 98 es GIn o Glu. E otra realizacién
la leptina de la formula anterior que tiene Xaa en la posicion 13 es Met; Xaa en la posicion 15 es GIn; Xaa en la
posicion 21 es GIn; Xaa en la posicion 22 es GIn; Xaa en la posicion 27 es Met; Xaa en la posicion 31 es Asn; Xaa
en la posicién 34 es GIn; Xaa en la posicion 37 es Asn; Xaa en la posicion 41 es Asn; Xaa en la posicion 59 es Trp;
Xaa en la posicién 89 es GIn; Xaa en la posicion 93 es GIn; Xaa en la posicion 95 es Met; Xaa en la posicién 97 es
Trp; y Xaa en la posicidn 98 es GIn. Véase la patente de Estados Unidos 5532336.

Los analogos de leptina ejemplares incluyen aquellos en los que el aminoacido en la posicién 43 se sustituye con
Asp o Glu; la posicion 48 se sustituye por Ala; la posicion 49 se sustituye con Glu, o falta; la posicién 75 se sustituye
con Ala; la posicidon 89 se sustituye con Leu; la posicién 93 se sustituye con Asp o Glu; la posicién 98 se sustituye
con Ala; la posicién 117 se sustituye con Ser, la posicion 139 se sustituye con Leu, la posicion 167 se sustituye con
Ser, y cualquier combinacion de las mismas.

Determinadas lectinas ejemplares y analogos de leptina con actividad leptina incluyen:

SEC ID:

151 S Asp-leptina
152 “Glu-leptina

153 *SAla-leptina

154 *Glu-leptina

155 “Des-AA-leptina
156 Ala-leptina

157 ®Leu-leptina
158 S Asp-leptina
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SEC ID:

159 %Glu-leptina

160 FAla-leptina

161 "Ser-leptina

162 % eu-leptina

163 ’Ser-leptina

164 SAsp, PGlu-leptina

165 SAsp, “Ala-leptina

166 ®Leu, ""Ser-leptina
167 Glu, "'Ser-leptina

Familia PPF

Las hormonas peptidicas componente Utiles en la presente divulgacion también incluyen hormonas peptidicas PPF,
que incluyen PP y PYY. En la técnica se conocen hormonas peptidicas PPF nativas, asi como analogos y derivados
peptidicos funcionales. En el presente documento se describen determinados péptidos nativos, analogos y derivados
peptidicos preferidos, sin embargo, debe reconocerse que cualquier péptido de la familia de la amilina que presente
actividad hormonal conocida en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion.

Cualquier analogo o derivado de PPF conocido en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion. En una
realizacion, los analogos y derivados de PPF tienen al menos una actividad hormonal de un polipéptido PPF nativo.
En determinadas realizaciones, los analogos de PPF son agonistas de un receptor con el que el polipéptido PPF
nativo puede unirse especificamente. Los analogos y derivados de PPF preferidos incluyen los descritos en los
documentos WO 03/026591 y WO 03/057235.

En una realizacion, los analogos y derivados de PPF preferidos que presentan al menos una actividad hormonal de
PPF generalmente comprenden al menos dos motivos PYY incluyendo un motivo de poliprolina y un motivo de cola
C terminal. Dichos analogos se describen generalmente en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/543.406
presentada el 11 de febrero de 2004, publicada como US 2006/013547A1 el 22 de junio de 2006.

En el documento PCT/US2005/004351, titulado “Pancreatic Polypeptide Family Motifs and Polypeptides Comprising
the Same”, publicado como WO02005/077094 el 25 de agosto del 2005, se desvelan otros analogos de PPF
preferidos.

En el documento PCT/US2005/045471, titulado “Pancreatic Polypeptide Family Motifs, Polypeptides and Methods
Comprising the Same”, publicado como W02006/066024 el 22 de junio de 2006, se desvelan otros analogos de PPF
preferidos.

Como antecedente, la investigacion ha sugerido que las diferencias en las afinidades de union del receptor Y se
correlacionan con las diferencias estructurales secundarias y terciarias. Véase, por ejemplo Keire et al., Biochemistry
2000, 39, 9935-9942. El PYY porcino nativo se ha caracterizado como que incluye dos segmentos helicoidales C
terminales desde los restos 17 a 22 y 25 a 33 separados por una doblez en los restos 23, 24 y 25, un giro centrado
alrededor de los restos 12-14, y el extremo N plegado cerca de los restos 30 y 31. Adicionalmente, el PYY porcino
de longitud completa se ha caracterizado como que incluye el pliegue PP, estabilizado por interacciones hidréfobas
entre los restos en los extremos Ny C. Véase id.

Un “motivo PYY” es generalmente un componente estructural, primario, secundario o terciario de un polipéptido de la
familia del PP nativo que es critico para la actividad biolégica, es decir, la actividad bioldgica esta sustancialmente
disminuida en ausencia o alteracién del motivo. Los motivos de PYY preferidos incluyen el motivo de tipo Il de
poliprolina N terminal de un polipéptido de la familia de PP nativo, el motivo de giro 3 de tipo Il del polipéptido de la
familia de PP nativo, el motivo a helicoidal del extremo C terminal del polipéptido de la familia de PP nativo, y el
motivo de cola C terminal del polipéptido de la familia de PP nativo. Mas particularmente, en la region de poliprolina
N terminal, los aminoacidos correspondientes a los restos 5 y 8 de un polipéptido de la familia de PP nativo se
conservan generalmente como una prolina. EI motivo de giro B de tipo Il generalmente incluye los aminoacidos
correspondientes a los restos 12-14 del polipéptido de la familia de PP nativo. El motivo a helicoidal puede
extenderse generalmente desde los aminoacidos correspondientes al resto aproximadamente 14 de un polipéptido
de la familia de PP nativo a cualquier punto hasta e incluyendo el extremo C terminal, siempre que el motivo a
helicoidal incluya un nimero suficiente de restos de aminoacidos de tal manera que se forme un giro a helicoidal en
solucién. El motivo a helicoidal también puede incluir sustituciones, inserciones y deleciones de aminoécidos en la
secuencia de la familia de PP nativo, siempre que el giro a helicoidal se forme en solucion. El motivo de cola C
terminal generalmente incluye los aminoacidos correspondientes a aproximadamente los Ultimos 10 restos de un
polipéptido de la familia de PP nativo, mas preferentemente los Ultimos 7, 6 0 5 restos de un polipéptido de la familia
de PP nativo, y mas preferentemente los restos de aminoacidos 32-35.
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Los analogos preferidos de PYY incluyen aquellos con deleciones, inserciones y sustituciones internas en zonas de
la molécula PYY que no corresponden al motivo de poliprolina y/o al motivo de cola C terminal. Por ejemplo, se
contemplan deleciones internas en las posiciones 4, 6, 7, 9 o 10.

En otra realizacion de particular interés, la hormona componente es un polipéptido de PPF que contiene al menos
dos motivos PPF incluyendo al menos el motivo PPF de poliprolina N terminal y el motivo PPF de cola C terminal.
Como se usa en el presente documento, “motivo” se refiere a una secuencia de aminoacidos que es caracteristica
de una funcién bioquimica especifica o define un dominio independientemente plegado. Los motivos PPF
adicionales pueden corresponder a un m motivo de cualquiera de los polipéptidos de la familia PP, incluyendo PP,
PYY y NPY, por ejemplo el motivo de la region de giro (3 de tipo Il de PYY, o el motivo a helicoidal en el extremo C
terminal de PYY.

En otra realizacion mas, el modulo del componente de la familia PPF es un polipéptido quimérico PPF que
comprende un fragmento de un polipéptido PP, PYY o NPY ligado por enlace covalente a al menos un fragmento
adicional de un segundo polipéptido PP, PYY o NPY, en el que cada fragmento de PP, PYY o NPY incluye un motivo
PPF. Como alternativa, el PPF quimérico puede comprender un fragmento de un polipéptido de la familia PP ligado
a uno, dos, tres o cuatro segmentos polipeptidicos, en el que al menos uno de los segmentos polipeptidicos ligados
es un fragmento de un segundo polipéptido de la familia PP. En determinadas realizaciones, los polipéptidos PPF no
incluyen un fragmento PP N-terminal con un fragmento NPY C-terminal. El m6dulo del componente del polipéptido
quimérico PPF presentara al menos una identidad de secuencia del 50 % con un PYY(3-36) nativo sobre la longitud
completa del PYY(3-36). En algunas realizaciones, dicho polipéptido quimérico PPF puede presentar al menos el 60
%, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 94 % o al menos el 97 %
de identidad de secuencia con un PYY(3-36) nativo sobre la longitud completa de PYY(3-36). Dichos polipéptidos
guiméricos PPF pueden presentar al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al
menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 94 % o al menos el 97 % de identidad de secuencia con un PP nativo.
En otra realizacién adicional, dicho polipéptido quimérico PPF puede presentar al menos el 50 %, al menos el 60 %,
al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 94 % o al menos el 97 % de
identidad de secuencia con un NPY. En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos PPF pueden incluir al
menos el motivo PPF de poliprolina N terminal y el motivo PPF de cola C terminal. Estos polipéptidos quimera PPF
asi como otros analogos de PYY y PP, se describen en el documento US 2006/013547A1 publicado el 22 de junio
del 2006. En una realizacion, cualquiera de los péptidos de la familia PPF, si no estan contenidos como un
componente hibrido, pueden proporcionarse como un segundo agente, por ejemplo, como un segundo agente
antiobesidad, con un hibrido como se describe en el presente documento.

De nuevo, el polipéptido quimérico PPF generalmente conservara, al menos en parte, una actividad bioldgica del PP,
PYY o NPY humano nativo. En algunas realizaciones, el polipéptido quimérico PPF presenta actividad bioldgica en
el tratamiento y prevencién de afecciones y trastornos metabolicos.

Los fragmentos polipeptidicos de las quimeras PPF pueden ligarse por enlace covalente entre si de cualquier
mantera conocida en la técnica, incluyendo pero sin limitacion, enlaces amida directo o grupos enlazadores
guimicos. Los grupos enlazadores quimicos pueden incluir peptidomiméticos que induzcan o estabilicen la
conformacioén polipeptidica. Los polipéptidos quiméricos PPF incluyen quimeras de PYY-PP, PYY-NPY, PP-PYY,
PP-NPY, NPY-PP o de NPY-PYY.

La quimera de PPF puede tener una longitud de al menos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 0 34
aminoacidos. En algunas realizaciones, los polipéptidos analogos de PYY incluyen solamente restos de L
aminoacidos naturales y/o restos de L aminoacidos naturales modificados. En algunas realizaciones, los polipéptidos
analogos de PYY no incluyen restos de aminoacidos no naturales.

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF incluyen: hPP(1-7)-pNPY, hPP(1-17)-pNPY, hPP(19-
23)-pNPY, hPP(19-23)-Pro**pNPY, hPP(19-23)-His*'pNPY, rPP(19-23)-pNPY, rPP(19-23)-Pro**pNPY, rPP(19-23)-
His*pNPY, hPP(1-17)-His*pNPY, NPY(1-7)-hPP, pNPY(1-7, 19-23)-hPP, cPP(1-7)-pNPY(19-23)-hPP, cPP(1-7)-
NPY/(19-23)-His**hPP, hPP(1-17)-His**pNPY, hPP(19-23)-pNPY, hPP(19-23)-Pro*pNPY, pNPY(1-7)-hPP, pNPY(19-
23)-hPP, pNPY(19-23)-GIn**hPP, pNPY(19-23)-His*hPP, pNPY(19-23)-Phe’GIn**hPP, pNPY(19-23)-Phe’His**hPP,
PNPY(1-7,19-23)-hPP, pNPY(1-7,19-23)-GIn** hPP, cPP(20-23)-Pro**-pNPY, cPP(21-23)-Pro*-pNPY, cPP(22-23)-
Pro*-pNPY, cPP(1-7)-Pro**-pNPY, cPP(20-23)-Pro**-pNPY, cPP(1-7,20-23)-Pro**-pNPY, cPP(1-7)-pNPY(19-23)-
hPP, cPP(1-7)-pNPY(19-23)-His**hPP, CPP(1-7)-gPP(19-23)-hPP,  cPP(1-7)-pNPY(19-23 -Ala®'Aib*GIn**-hPP,
CPP(1-7 -pNPY(19-23)-Ala**Aib*?His**-hPP  hPP(1-7)-Ala*'Aib®*-pNPY, hPP(1-17)-Ala®*Aib*.-pNPY, pNPY(1-7)-
Ala* Aib**GIn**-hPP, 0 pNPY(1-7, 19-23)-Ala*'Aib**GIn**-hPP.

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF pueden comprender fragmentos de polipéptidos
analogos de la familia PP. Por ejemplo, los polipéptidos quiméricos de PPF pueden comprender polipéptidos
analogos de PPF descritos en el presente documento, asi como polipéptidos analogos de PP y polipéptidos
analogos de NPY.
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Un polipéptido analogo de PYY para su uso en los hibridos de la divulgacion o como un segundo agente son
aquellos que tienen en uno de los ensayos descritos en el presente documento (incluyendo ensayos de ingesta de
alimento, vaciado gastrico, secreciéon pancreatica, composicion corporal o de reduccién de peso) tienen una fuerza
que es igual o mayor que la fuerza de NPY, PYY o PYY(3-36) en ese mismo ensayo. En algunas realizaciones, los
polipéptidos analogos de PPY pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades metabdlicas, tales como, por
ejemplo, obesidad, sindrome de insulinorresistencia (Sindrome X) o diabetes mellitus. En algunas realizaciones, los
polipéptidos analogos de PYY pueden presentar facilidad de fabricacion, estabilidad y/o facilidad de formulacion
mejoradas, en comparacion con PP, NPY, PYY o PYY(3-36).

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF conservan un porcentaje de al menos
aproximadamente 25 %, o de aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 %, aproximadamente 98 % o aproximadamente 99 % de actividad biolégica de PYY humano
nativo con respecto a la reduccién de la disponibilidad de nutrientes, la reduccion de ingesta de alimento, el efecto
de aumento de peso corporal y/o el tratamiento y prevencién de trastornos y afecciones metabdlicas. En otra
realizacién, los polipéptidos quiméricos de PPF presentan actividad agonista de PYY mejorada. En algunas
realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF presentan al menos aproximadamente 110 %, aproximadamente
125 %, aproximadamente 130 %, aproximadamente 140 %, aproximadamente 150 %, aproximadamente 200 %, o
mas de la actividad biolégica del PYY humano nativo con respecto a la reduccién de la disponibilidad de nutrientes,
la reduccion de ingesta de alimento, el efecto de aumento de peso corporal y/o el tratamiento y prevencion de
trastornos y afecciones metabdlicas.

Mas particularmente, en un aspecto, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento de PP ligado a
un fragmento de PYY. En una realizacion, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento N terminal
de PP o un polipéptido analogo de PP ligado en su extremo C terminal a un fragmento C terminal de PYY o0 un
polipéptido analogo de PYY. En otra realizacion, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento N
terminal de PYY, PYY(3-36) o un polipéptido analogo de PYY ligado en su extremo C terminal a un fragmento C
terminal de PP o un polipéptido analogo de PP.

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento de PYY ligado a un
fragmento de NPY. En una realizacion, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento N terminal de
PYY, PYY(3-36), 0 un polipéptido analogo de PYY ligado en su extremo C terminal a un fragmento C terminal de
NPY o un polipéptido analogo de NPY. En otra realizacién, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un
fragmento N terminal de NPY o un polipéptido analogo de NPY ligado en su extremo C terminal a un fragmento C
terminal de PYY o un polipéptido analogo de PYY.

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento de PP ligado a un
fragmento de NPY. En una realizacion, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento N terminal de
PP o un polipéptido analogo de PP ligado en su extremo C terminal a un fragmento C terminal de NPY o un
polipéptido analogo de NPY. En otra realizacion, los polipéptidos quiméricos de PPF comprenden un fragmento N
terminal de NPY o un polipéptido analogo de NPY ligado en su extremo C terminal a un fragmento C terminal de PP
0 un polipéptido analogo de PP.

En algunas realizaciones, un fragmento de PP, un polipéptido analogo de PP, PYY, PYY(3-36), o un polipéptido
analogo de PYY, NPY, o un polipéptido analogo de NPY es un fragmento que comprende cualquiera de los 4 a 20
restos de aminodacidos del PP, polipéptido analogo de PP, PYY(3-36), polipéptido analogo de PYY, NPY o
polipéptido andlogo de NPY. En algunas realizaciones, la longitud del fragmento se selecciona para obtener un
polipéptido quimérico final de PPF de al menos 34 aminoacidos de longitud.

Los polipéptidos quiméricos de PPF también pueden comprender modificaciones adicionales que incluyen, sin
limitacion, sustitucion, delecion e insercién en la secuencia de aminoacidos de dichos polipéptidos quiméricos de
PPF y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF incluyen
una o mas modificaciones de un resto de aminoacido “no esencial”. Un resto de aminoacido “no esencial” es un
resto que puede alterarse, es decir, delecionarse o sustituirse, en la secuencia de aminoacidos humana nativa sin
anular o reducir sustancialmente la actividad de interés.

Los derivados de los polipéptidos quiméricos de PPF también son (tiles. Dichos derivados incluyen polipéptidos
quiméricos de PPF conjugados con una 0 mas moléculas poliméricas solubles en agua, tales como polietilenglicol
(“PEG") o cadenas de acidos grasos de diversas longitudes (por ejemplo, estearilo, palmitoilo, octanoilo, oleoilo,
etc.) o por la adiciéon de poliaminoacidos tales como poli-his, poli-arg, poli-lys y poli-ala. Las modificaciones en los
polipéptidos quiméricos de PPF también pueden incluir sustituyentes de pequefia molécula tales como alquilos
pequefios y alquilos restringidos (por ejemplo, ramificados, ciclicos, condensados, adamantilo) y grupos aromaticos.
En algunas realizaciones, las moléculas poliméricas solubles en agua tendran un peso molecular que varia de
aproximadamente 500 a aproximadamente 20.000 Daltons.
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Dichas conjugaciones poliméricas y modificaciones de sustituyentes de pequefia molécula pueden producirse
singularmente en el extremo N o C o en las cadenas laterales de los restos de aminoacidos, que no estén implicadas
en la formacién del hibrido, en la secuencia de los polipéptidos quiméricos de PPF. Como alternativa, puede haber
sitios de derivatizacion miltiples a lo largo del polipéptido quimérico de PPF. La sustitucion de uno o mas
aminoacidos con lisina, acido aspartico, acido glutdmico o cisteina puede proporcionar sitios de derivatizacion
adicionales. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos 5.824.784 y 5.824.778. En algunas
realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF pueden conjugarse con una, dos o tres moléculas poliméricas.

En algunas realizaciones, las moléculas poliméricas solubles en agua estan ligadas a un grupo amino, carboxilo o
tiol, y pueden ligarse mediante el extremo N o C, o en las cadenas laterales de lisina, acido aspartico, acido
glutdmico o cisteina. Como alternativa, las moléculas poliméricas solubles en agua pueden ligarse con grupos
diamina y dicarboxilico. En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF se conjugan con una, dos o
tres moléculas de PEG a través de un grupo épsilon amino en un aminoacido de lisina.

Los polipéptidos quiméricos de PPF también incluyen polipéptidos quiméricos de PPF con alteraciones quimicas en
uno o mas restos de aminoacidos. Dichas alteraciones quimicas incluyen amidacion, glucosilacién, acilacién,
sulfatacion, fosforilacion, acetilacién y ciclado. Las alteraciones quimicas pueden producirse singularmente en el
extremo N o C o en las cadenas laterales de los restos de aminoacido dentro de la secuencia de los polipéptidos
quiméricos de PPF. En una realizacion, el extremo C de estos péptidos puede tener un grupo OH o NH; libre. En
otra realizacion, el extremo N terminal puede protegerse con un grupo isobutiloxicarbonilo, un grupo
isopropiloxicarbonilo, un grupo n-butiloxicarbonilo, un grupo etoxicarbonilo, un grupo isocaproilo (isocap), un grupo
octanilo, un grupo octil glicina (G(Oct)), o un grupo acido 8-aminooctanico. En algunas realizaciones, el ciclado
puede ser a través de la formacién de puentes disulfuro. Como alternativa, puede haber sitios de alteraciéon quimica
multiples a lo largo del polipéptido analogo de PYY.

En algunas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de PPF incluyen aquellos que tienen una secuencia de
aminoacidos de SEC ID Nos 238-347 del documento US2006/013547A1.

Los polipéptidos quiméricos de PPF ejemplares incluyen polipéptidos de la Férmula (VI):

Xaa; Xaaz Xaas Xaas Pro Glu Xaay Pro Xaag Glu

Asp Xaaix Xaaiz Xaais Glu XaaieXaai7 Xaaig Xaaig Tyr
Xaay1 Xaaze Xaaqzs Leu Xaays Xaags Tyr Xaazg Asn Xaaso
Xaas1 Thr Arg GIn Xaass Xaass

en la que:

Xaa; es Tyr o falta;

Xaa; es lle, Pro, o falta;

Xaas es lle, Lys modificada con BH, Lys, Val, o Pro;
Xaas es Lys, Lys modificada con BH, Ala, Ser, 0 Arg;
Xaay es Ala, Gly, o His;

Xaag es Gly o Ala;

Xaai, es Ala o Pro;

Xaais es Ser o Pro;

Xaais es Pro, Ala, o Ser;

Xaaie es Glu o Asp;

Xaai7 es Leu o lle;

Xaaig s Asn o Ala;

Xaaig es Arg, Lys, Lys modificada con BH, GiIn, o N(Me)Ala;
Xaap1 es Tyr, Ala, Phe, Lys o Lys modificada con BH,;
Xaay; es Ala o Ser;

Xaaps es Ser, Ala, o Asp;

Xaayps es Arg, Lys o Lys modificada con BH;

Xaaps es His, Ala, o Arg;

Xaayg es Leu o lle;

Xaaszo es Leu 0 Met;

Xaas; es Val, lle, o Leu;

Xaass es Lys, Lys modificada con BH, o0 Arg; y

Xaagze €s Tyr, Trp, o Phe.

En una realizacién el polipéptido PPF de Férmula VI puede ser un polipéptido PPF nativo, PYY(2-36), Val3hPYY(3-
36), Lys25hPYY/(3-36), Lys25Ile28hPYY/(3-36), Lys25lle31hPYY/(3-36), Lys25Leu31hPYY(3-36),
Lys25Phe36hPYY(3-36), lle28hPYY/(3-36), lle31hPYY/(3-36), Leu31hPYY(3-36), Phe36hPYY(3-36),
Leu31Phe36hPYY(3-36) 0 Prol3Alal4hPYY.
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Como reconocera un experto en la técnica, los polipéptidos de Férmula VI pueden estar en forma acida libre o
pueden estar amidados en el extremo C.

En algunas realizaciones, el polipéptido PPF puede comprender un fragmento N terminal que consta esencialmente
de los 17 primeros restos de aminoacidos del PYY humano nativo (Tyr Pro lle Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala
Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg GIn Arg Tyr) ligado a un
fragmento C terminal que consta esencialmente de los restos de aminoacidos 18-36 del NPY humano nativo (Tyr
Pro Ser Lys Pro Asp Asn Pro Gly Glu Asp Ala Pro Ala Glu Asp Met Ala Arg Tyr Tyr Ser Ala Leu Arg His Tyr lle Asn
Leu lle Thr Arg GIn Arg Tyr), en el que uno 0 mas restos de aminoacidos en el extremo N del fragmento PYY puede
delecionarse o faltar y en el que en cada una de los fragmentos de PYY y NPY puede realizarse una, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, un fragmento
N terminal que consta esencialmente de los 17 primeros aminoacidos del polipéptido PPF puede presentar al menos
el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 94
% o al menos el 97 % de identidad de secuencia con los 17 primeros aminoacidos de un PYY nativo. En algunas
realizaciones, un fragmento C terminal del polipéptido PPF que consta esencialmente de los restos de aminoacidos
18-36 puede presentar al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %,
al menos el 92 %, al menos el 94 % o al menos el 97 % de identidad de secuencias con los aminoacidos 18-36 de
un NPY nativo. En algunas realizaciones, los aminoacidos en el fragmento N terminal de PYY (por ejemplo, prolinas
en la posicién 5 y 8, glutamatos en las posiciones 6, 10 y 15, o aspartato en la posicion 11), y/o los aminoacidos en
el fragmento C terminal de NPY (por ejemplo, tirosinas en las posiciones 20 y 27, leucina en la posicion 24,
asparagina en la posicion 29, treonina en la posicion 32, arginina en la posicién 33 o glutamina en la posicién 34) no
estan sustituidos. En algunas realizaciones, los polipéptidos PPF incluyen aquellos que tienen una secuencia de
aminoacidos de SEC ID Nos 266, 267, 274, 282, 320 y 436 de la 480 del documento US2006/013547A1. En algunas
realizaciones, los polipéptidos PPF comprenden adicionalmente una proteccion N terminal. Los ejemplos de estos
polipéptidos incluyen las SEC ID Nos: 282, 320, 437, 441, 444, 445-447, 452, 454-459, 461-464, 466, 468-470 y
472-480 del documento US2006/013547A1.

Otros polipéptidos PPF incluyen polipéptidos de la Férmula (VII):

Xaai Xaaz Pro Xaas Pro Xaas His Pro Xaag Xaaio

Xaaj1 Xaaip Xaais Xaais Xaas Xaais Xaai7 Ala Xaaig Tyr
Xaay1 Xaaze Xaazs Leu Xaays Xaags Xaazy Xaazg Xaazg Xaasg
Xaaz1 Thr Arg GIn Arg Tyr

en la que:

Xaa; es Tyr o falta;

Xaa; es lle, Pro, o falta;

Xaas es Lys, Lys modificada con BH, Ala, Ser, o Arg;
Xaas es Glu, GIn, Ala, Asn, Asp, o Val;

Xaag es Gly o Ala;

Xaaio es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro, o Aib;
Xaai1 es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro, o Aib;
Xaai, es Ala o Pro;

Xaais es Ser o Pro;

Xaais es Pro, Ala, o Ser;

Xaass es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro, o Aib;
Xaaie es Glu o Asp;

Xaaj7 es Leu o lle;

Xaaig es Arg, Lys, Lys modificada con BH, GiIn, o N(Me)Ala;
Xaap1 es Tyr, Ala, Phe, Lys, o Lys modificada con BH,;
Xaay; es Ala o Ser;

Xaaps es Ser, Ala, o Asp;

Xaayps es Arg, Lys o Lys modificada con BH;

Xaaps es His, Ala, o Arg;

Xaap7 es Tyr, o Phe;

Xaays es Leu o lle;

Xaayg es Asn, o0 GIn;

Xaazo es Leu 0 Met; y

Xaags; es Val, lle, o Leu.

Como reconocera un experto en la técnica los polipéptidos de Férmula VII pueden estar en forma de acido libre o
pueden estar amidados en el extremo C.

En algunas realizaciones, el polipéptido PPF puede comprender un fragmento N terminal que consta esencialmente
de los primeros 17 restos de aminoacidos del PYY nativo humano (SEC ID N°: 2 de US2006/013547A1) ligado a un
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fragmento C terminal que consta esencialmente de los aminoacidos 18-36 del NPY nativo humano (SEC ID N°: 4 del
documento US 2006/013547A1), en el que uno o mas restos de aminoacidos en el extremo N y el fragmento PYY
puede delecionarse o faltar, y en el que en cada uno de los fragmentos PYY y NPY pueden realizarse uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, un fragmento
N terminal que consiste esencialmente en los primeros 17 aminoéacidos del polipéptido PPF puede presentar al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 92 %, al
menos el 94 % o al menos el 97 % de identidad de secuencia con los primeros 17 aminoacidos de un PYY nativo.
En algunas realizaciones, un fragmento C terminal del polipéptido PPF que consiste esencialmente en los restos de
aminoacidos 18-36 puede presentar al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al
menos el 90 %, al menos el 92 %, al menos el 94 % o al menos el 97 % de identidad de secuencia con los 18-36
aminoacidos de un NPY nativo. En algunas realizaciones, los aminoacidos del fragmento N terminal de PYY (por
ejemplo, prolinas en las posiciones 3, 5y 8 o histidina en la 7) y/o los aminoacidos del fragmento C terminal de NPY
(por ejemplo alanina en la posicion 18, tirosinas en las posiciones 20 y 36, leucina en la posicion 24, treonina en la
posicion 32, arginina en la posicién 33, glutamina en la posicidon 34 o arginina en la posicién 35) no estan sustituidos.
En algunas realizaciones, los polipéptidos PPF incluyen los que tienen una secuencia de aminoacidos de una
quimera PYY- NPY tales como las SEC ID Nos 266, 437, 438, 439, 442, 462, 469, 470, 471 y 472 del documento US
2006/013547A1 o un compuesto con la secuencia de aminoéacidos lle, Lys, Pro, Glu, His, Pro, Gly, Glu, Asp, Ala,
Ser, Pro, Glu, Glu, Leu, Ala, Arg, Tyr, Tyr, Ala, Ser, Leu, Arg, Ala, Tyr, lle, Asn, Leu, lle, Thr, Arg, GIn, Arg, Tyr-NH2.
En algunas realizaciones, los polipéptidos PPF comprenden adicionalmente una proteccion N terminal. Los ejemplos
de estos polipéptidos PPF incluyen las SEC ID Nos: 437, 462, 469, 470 y 472 del documento US 2006/013547A1.
Por ejemplo la secuencia 438 del documento US2006/013547A1 es Pro Lys Pro Glu His Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro
Glu Glu Leu Ala Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg Ala Tyr lle Asn Leu lle Thr Arg GIn Arg Tyr. En una realizacién, un
hibrido de la presente divulgacion incluye como un componente la secuencia 438 del documento US2006/013547A1,
particularmente en hibridos Utiles para tratar la obesidad, reducir el peso, reducir o redistribuir la grasa y reducir la
ingesta calérica. Dicho hibrido también puede contener un componente amilinomimético o un componente de leptina
0 ambas cosas.

Los polipéptidos PPF y quimeras PPF, cuando se usan en solitario o como un segundo agente o como un
componente de un hibrido de la divulgacién, encuentran uso en métodos que incluyen, la alteracion de la
composicion corporal de un sujeto, que comprende administrar al sujeto el compuesto (polipéptidos PPF o solo
qguimera PPF, como un segundo agente, o como un componente de un hibrido de la invencion) en el que el
compuesto altera la proporcion de masa grasa con respecto a masa magra, alterando de este modo la composicién
corporal. El polipéptido PPF puede comprender una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en la quimera PYY-NPY denominada 5705 y de las siguientes secuencias del documento US2006/013547A1: SEC
ID Nos: 266, 267, 274, 282, 320, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451,
452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466; 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474,
475, 476, 477, 478, 479 y 480. En una realizacion la masa grasa corporal se reduce y la masa magra corporal se
mantiene o aumenta. En una realizacion la masa grasa corporal y la masa magra corporal se miden como porcentaje
de masa grasa corporal y porcentaje de masa magra corporal, respectivamente. En una realizacion adicional el peso
corporal se reduce. En otra realizacion el peso corporal se mantiene o aumenta. Los compuestos pueden
administrarse por via periférica. El polipéptido PPF o la quimera PPF o el hibrido que contiene PPF pueden usarse
en un método que adicionalmente comprende administrar al sujeto al menos otro agente seleccionado del grupo que
consiste en una amilina, un agonista de amilina o un agonista de un analogo de amilina, calcitonina de salmén, una
colecistoquinina (CCK) o un agonista de CCK, una leptina (proteina OB) o un agonista de leptina, una exendina o un
agonista de un analogo de exendina, un GLP-1, un agonista de GLP-1 o un agonista de un analogo de GLP-1, una
CCK o un agonista de CCK, calcitonina, un agonista de calcitonina, un antagonista del receptor CB1 canabinoideo
de molécula pequefia, rimonabant, un inhibidor de la 11 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa-1, sibutramina y
fentermina. En una realizacion el sujeto tiene sobrepeso o es obeso. En otra realizaciéon adicional los polipéptidos
PPF y la quimeras PPF, cuando se usan en solitario o como un segundo agente 0 como un componente de un
hibrido de la invencién, encuentran uso en métodos que incluyen un método para disminuir preferentemente los
niveles de triglicéridos en plasma en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad del compuesto
eficaz para disminuir los niveles de triglicéridos en plasma, donde los niveles de colesterol disminuyen a un menor
grado. En una realizacion adicional los niveles de triglicéridos disminuyen y los niveles de colesterol no disminuyen.
En una realizacion adicional los niveles de triglicéridos disminuyen y los niveles de colesterol LDL no disminuyen. En
una realizacion adicional los niveles de triglicéridos disminuyen y los niveles de colesterol LDL disminuyen a un
menor grado. En una realizacién adicional los niveles de amilasa también disminuyen. En otra realizacion adicional
los polipéptidos PPF y las quimeras PPF, cuando se usan en solitario 0 como un segundo agente o como un
componente de un hibrido de la invencién, encuentran uso en métodos que incluyen un método para reducir en un
sujeto la grasa corporal o el aumento de grasa corporal, manteniendo al mismo tiempo o0 aumentando la masa
corporal magra, que comprende administrar al sujeto una cantidad del compuesto que sea eficaz para reducir la
grasa corporal o el aumento de grasa corporal manteniendo al mismo tiempo o0 aumentando la masa magra corporal.
En otra realizacion, los polipéptidos PPF y las quimeras PPF, cuando se usan en solitario o como un segundo
agente o como un componente de un hibrido de la divulgacion, encuentran uso en métodos que incluyen un método
para reducir en un sujeto la grasa corporal visceral, que comprende administrar al sujeto una cantidad del
compuesto que sea eficaz para reducir la grasa corporal visceral y conservar o aumentar la masa corporal magra.
En otra realizacion los polipéptidos PPF y las quimeras PPF, cuando se usan en solitario o como un segundo agente

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537062 T3

0 como un componente de un hibrido de la divulgacién, encuentran uso en métodos que incluyen un método para
alterar la distribucion de grasa en el sujeto. En un aspecto, la alteracion da como resultado un metabolismo
aumentado de grasa visceral o ectdpica, 0 ambas, en el sujeto. En otra realizaciéon los polipéptidos PPF y las
qguimeras PPF, cuando se usan en solitario o como un segundo agente o como un componente de un hibrido de la
invenciéon, encuentran uso en métodos que incluyen un método para aumentar la B oxidacion de acidos grasos
conservado al mismo tiempo o aumentando la masa corporal magra en un sujeto que comprende administrar al
sujeto de una cantidad del compuesto que sea eficaz para aumentar la B oxidacion de acidos grasos conservando al
mismo tiempo o aumentando la masa corporal magra. En otra realizacion los polipéptidos PPF y las quimeras PPF,
cuando se usan en solitario 0 como un segundo agente o como un componente de un hibrido de la divulgacién,
encuentran uso en métodos que incluyen un método de tratamiento de esteatohepatitis no alcohdlica o lipodistrofia
en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de un compuesto eficaz para tratar la
esteatohepatitis no alcohdlica o lipodistrofia. Los hibridos de particular interés en los usos anteriores pueden
contener una quimera PPF como se describe en el presente documento en combinacién con un componente de la
familia de la leptina o de la familia de la amilina, tal como un hibrido de amilina-sCT-amilina, o ambas cosas. Un
hibrido de quimera PPF/leptina o un hibrido de quimera PPF/amilina-sCT-amilina proporcionaran un efecto superior
en comparaciéon con cualquiera de los compuestos en solitario. En otras realizaciones adicionales un hibrido de
qguimera-PPF/leptina se administra con un amilinomimético de tal manera que una quimera de amilina-sCT-amilina o
un hibrido de quimera PPF/amilina-sCT-amilina se administran con una leptina.

Cuando las quimeras polipeptidicas PPF mencionadas en el presente documento, no son un médulo componente de
un hibrido, pueden administrarse en solitario 0 como un segundo agente, preferentemente en combinaciéon con un
hibrido de la invencion. Estas pueden proporcionarse con o sin un transportador o excipiente farmacéuticamente
aceptable, bien en una sola dosis o en dosis miltiples. Estos compuestos farmacéuticos pueden formulares con
transportadores o diluyentes farmacéuticamente aceptable asi como con cualquier otro adyuvante y excipiente
conocido de acuerdo con técnicas convencionales tales como las descritas en Remington's Pharmaceutical Sciences
de E. W. Martin. Véase también Wang, Y. J. y Hanson, M. A. “Parenteral Formulations of Proteins and Peptides:
Stability and Stabilizers”, Journal of Parenteral Science and Technology, Technical Report No. 10, Supp. 42:2S
(1988), que se incorporan por referencia. Los polipéptidos PPF pueden proporcionarse en forma de dosificacion
unitaria. Por ejemplo, las cantidades terapéuticamente eficaces del polipéptido PPF para influir en la composicion
corporal variard con muchos factores que incluyen la edad y el peso del paciente, la condicidn fisica del paciente, su
uso en combinacién con otros tratamientos, el objetivo final que se desea obtener, tal como la pérdida de sobrepeso
y/o el mantenimiento o aumento de masa corporal magra, asi como otros factores. Sin embargo, las dosis tipicas
(cuando no es un componente de un hibrido) pueden contener desde un limite inferior de aproximadamente 0,05 ug,
aproximadamente 0,1 ug, aproximadamente 1 pug, aproximadamente 5 pug, aproximadamente 10 pg,
aproximadamente 50 pg, aproximadamente 75 pg o aproximadamente 100 pg, hasta un limite superior de
aproximadamente 50 pg, aproximadamente 100 pg, aproximadamente 500 pg, aproximadamente 1 mg,
aproximadamente 5 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente 15 mg, aproximadamente 50 mg,
aproximadamente 100 mg o aproximadamente 150 mg del compuesto farmacéutico al dia. También se contemplan
otros intervalos de dosificacién, tales como de 0,1 ug a 1 mg del compuesto por dosis, 0 de aproximadamente 0,001
pg/kg a aproximadamente 500 pg/kg por dosis. En algunas realizaciones, la quimera polipeptidica PPF se administra
por via periférica a una dosis de aproximadamente 0,5 pg a aproximadamente 5 mg por dia en dosis sencillas o
divididas o como una liberaciéon continua controlada, o de aproximadamente 0,01 ug/kg a aproximadamente 500
pg/kg por dosis, o de aproximadamente 0,05 pg/kg a aproximadamente 250 pg/kg. En algunas realizaciones, la
quimera polipeptidica PPF se administra a una dosis por debajo de aproximadamente 50 ug/kg. En estos intervalos
las dosificaciones variaran con la fuerza de cada analogo o derivado, por supuesto, y puede determinarla facilmente
un experto en la técnica. Las dosis diarias pueden administrarse en dosis unitarias distintas, proporcionadas de
manera continuada durante un periodo de 24 horas o en cualquier parte de las 24 horas. El nimero de dosis diarias
puede ser de 1 a aproximadamente 4 al dia, aunque puede haber mas. La administracion continuada puede ser en
forma de una infusién continua. Otras dosis y tasas de infusién ejemplares contempladas incluyen de 0,005 nmol/kg
a aproximadamente 20 nmol/kg por dosis distinta o de aproximadamente 0,01/pmol/kg/min a aproximadamente 10
pmol/kg/min en una infusién continua. Estas dosis e infusiones pueden administrarse mediante cualquier método
periférico convencional conocido o desarrollado en un futuro, por ejemplo, por administracién intravenosa (i.v.),
intradérmica, intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar (por ejemplo
liberaciéon con plazo); administracién subcutanea (s.c.), oral, sublingual, nasal, anal, vaginal o transdérmica o por
implante quirargico en un sitio particular. La dosis/administracion total ejemplar de la composicion farmacéutica
proporcionada por via i.v. puede ser de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 8 mg al dia, mientras que la
dosis/administracion total de la composicion farmacéutica proporcionada por via s.c. puede ser de aproximadamente
6 ug a aproximadamente 16 mg al dia.

Incretinas y miméticos de incretina

Las hormonas peptidicas componentes Utiles en la presente invencion también incluyen hormonas peptidicas GLP-
1. Las hormonas peptidicas GLP-1 nativas, incluyendo GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204),
y GLP-1(7-36)amida (SEC ID N°: 61), son conocidas en la técnica, asi como los analogos y derivados peptidicos
funcionales. Como se usa en el presente documento, GLP-1 se refiere a todas las formas nativas de hormonas
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peptidicas del GLP-1. En el presente documento se describen determinados péptidos nativos, analogos y derivados
peptidicos preferidos, sin embargo, debe reconocerse que cualquiera de los péptidos GLP-1 conocidos que
presenten actividad hormonal conocida en la técnica pueden usarse junto con la presente divulgacion.

Cualquier analogo o derivado peptidico GLP-1 conocido en la técnica puede usarse junto con la presente
descripcion. En una realizacion, los analogos y derivados peptidicos de GLP-1 tienen al menos una actividad
hormonal de un péptido GLP-1 nativo. En determinadas realizaciones, los analogos peptidicos de GLP-1 son
agonistas de un receptor con el que un péptido GLP-1 nativo puede unirse especificamente. Los analogos y
derivados peptidicos de GLP-1 preferidos incluyen los descritos, por ejemplo, en el documento WO 91/11457.

Los analogos de GLP-1 conocidos en la técnica incluyen:

SEC ID:
168 °GIn-GLP-1(7-37)

169 D-’GIn-GLP-1(7-37)

170 PThr-"Lys GLP-1(7-37)

171 BLys-GLP-1(7-37)

172 ®Gly-GLP-1 (7-36)

173 °GIn-GLP-1 (7-37)

174 D-’GIn-GLP-1 (7-37)

175 acetil-’Lys-GLP-1(7-37)

176 *Thr-GLP-1(7-37)

177 D-Thr-GLP-1 (7-37)

178 °Asn-GLP-1 (7-37)

179 D-’Asn-GLP-1 (7-37)

180 “Ser”Arg”*Ar°GIn-GLP-1(7-37)
181 Thr'®Lys-GLP-1(7-37)

182 BLys-GLP-1(7-37)

183 “Arg-GLP-1(7-37)

184 “Arg-GLP-1(7-37)

Como se sabe en la técnica, dichos andlogos de GLP-1 pueden estar preferentemente amidados, pero en el
contexto de la presente invencion, pueden estar opcionalmente en forma acida a menos que se especifique otra
cosa.

Otros analogos y derivados de GLP-1 se desvelan en la Patente de Estados Unidos N° 5.545.618. Un grupo
preferido de andlogos y derivados de GLP-1 incluyen aquellos los en la Patente de Estados Unidos N° 6.747.006. En
la presente invencién también se contempla el uso de una molécula descrita en la Patente de Estados Unidos N°
5.188.666. Otros grupos de moléculas para su uso en la presente divulgacion incluyen componentes descritos en la
Patente de Estados Unidos N° 5.512.549. En el documento WO 91/11457 se desvela otro grupo preferido de
compuestos GLP-1 para su uso en la presente divulgacion.

Las hormonas peptidicas componentes (tiles en la presente divulgacién también incluyen hormonas peptidicas GLP-
2. En la técnica se conocen hormonas peptidicas de GLP-2 nativas, por ejemplo GLP-2 de rata y sus homélogos
incluyendo GLP-2 de buey, GLP-2 porcina, GLP-2 de degl, GLP-2 bovina, GLP-2 de cobaya, GLP-2 de hamster,
GLP-2 de ser humano, GLP-2 de trucha arco iris y GLP-2 de pollo, asi como analogos y derivados peptidicos
funcionales. En el presente documento se describen determinados péptidos nativos, analogos y derivados peptidicos
preferidos, sin embargo debe reconocerse que cualquiera de los péptidos GLP-2 conocidos que presenten actividad
hormonal conocida en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion.

Cualquier analogo o derivado peptidico GLP-2 conocido en la técnica puede usarse junto con la presente
divulgacion. En una realizacion, los analogos y derivados peptidicos GLP-2 tienen al menos una actividad hormonal
de un péptido GLP-2 nativo. En determinados realizaciones, los analogos del péptido GLP-2 son agonistas de un
receptor con el que un péptido GLP-2 nativo puede unirse especificamente. Los analogos y derivados peptidicos de
GLP-2 incluyen los descritos, por ejemplo, en el documento de Estados Unidos Ser. N° 08/669.791 y en la Solicitud
PCT PCT/CA97/00252.

Los analogos de GLP-2 especificos conocidos en la técnica incluyen: GLP-2 de rata o de ser humano alterados en la
posicion 2 para conferir resistencia a la DPP-IV sustituyendo una Gly por una Ala.

Las hormonas peptidicas componentes Utiles en la presente divulgacion también incluyen hormonas peptidicas de
oxintomodulina (OXM). En la técnica se conocen hormonas peptidicas OXM nativas, asi como analogos y derivados
peptidicos funcionales. En el presente documento se describen determinados péptidos nativos, analogos y derivados
peptidicos preferidos, sin embargo debe reconocerse que cualquiera de los péptidos de OXM conocidos que
presenten actividad hormonal conocida en la técnica puede usarse junto con la presente divulgacion.
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Cualquier analogo o derivado peptidico de OXM conocido en la técnica puede usarse junto con la presente
divulgacion. En una realizacion, los analogos y derivados peptidicos de OXM tienen al menos una actividad
hormonal de un péptido de OXM nativo. En determinadas realizaciones, los analogos peptidicos de OXM son
agonistas de un receptor con el que un péptido de OXM nativo puede unirse especificamente.

Las hormonas peptidicas componentes Utiles en la presente invencibn como se define en las reivindicaciones
también incluyen hormonas peptidicas de exendina. Las hormonas peptidicas de exendina nativas son conocidas en
la técnica, asi como los andlogos y derivados peptidicos funcionales. En el presente documento se describen
determinados péptidos nativos, analogos y derivados peptidicos preferidos, sin embargo debe reconocerse que
cualquiera de los péptidos de exendina conocidos que presenten actividad hormonal conocida en la técnica puede
usarse junto con la presente invencion.

Cualquier andlogo o derivado del péptido de exendina conocido en la técnica puede usarse junto con la presente
invencion. Los analogos y derivados peptidicos de exendina tienen al menos una actividad hormonal de un péptido
de exendina nativo.

Los analogos peptidicos de exendina son agonistas de un receptor con el que un péptido de exendina nativo puede
unirse especificamente.

Los anéalogos de exendina ejemplares incluyen:

SEC ID:

185 M eu,”Phe-exendina-4

186 °Ala,"Leu,”Phe-exendina-4
187 ) eu,”Ala,”Phe-exendina-4

Como se sabe en la técnica, dichos analogos de exendina estan preferentemente amidados, pero en el contexto de
la presente invencién, pueden estar opcionalmente en forma acida salvo que se especifique de otra manera.

En la Solicitud PCT N° de Serie PCT/US98/16387, presentada el 6 de agosto de 1998, titulada “Novel Exendin
Agonist Compounds”, que reivindica el beneficio de la solicitud de patente de Estados Unidos con N° de Serie
60/055.404, presentada el 8 de agosto de 1997, se describen analogos y derivados de exendina ejemplares
adicionales. Otros analogos y derivados de exendina se describen en la Solicitud PCT N° de Serie PCT/US98/24210,
presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds”, que reivindica el beneficio de
la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/065.442 presentada el 14 de noviembre de 1997.

Incluso, otros analogos y derivados de exendina se describen en la Solicitud PCT N° de Serie PCT/US98/24273,
presentada el 13 de noviembre de 1998, titulada “Novel Exendin Agonist Compounds”, que reivindica el beneficio de
la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/066.029 presentada el 14 de noviembre de 1997.

Incluso, otros andlogos y derivados de exendina se describen en la Solicitud PCT N° de Serie PCT/US97/14199,
presentada el 8 de agosto de 1997, titulada “Methods for Regulating Gastrointestinal Activity”, que es una
continuacion en parte de la solicitud de patente de Estados Unidos N° de Serie 08/694.954 presentad el 8 de agosto
de 1996.

Incluso, otros analogos y derivados de exendina se describen en la Solicitud PCT N° de Serie PCT/US98/00449,
presentada el 7 de enero de 1998, titulada “Use of Exendins and Agonists Thereof for the Reduction of Food Intake”,
que reivindica prioridad con la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/034.905 presentada el 7 de enero de
1997, ambas incorporadas en el presente documento por referencia. Incluso otros analogos y derivados de exendina
se describen en el documento US 2004/0209803 A1, presentado el 19 de diciembre del 2003, titulado “Compositions
for the Treatment and Prevention of Neuropathy”, que se incorpora en el presente documento por referencia.

Péptidos natriuréticos.

Los péptidos natriuréticos son una familia de hormonas que consiste en el péptido natriurético auricular (ANP, siglas
en inglés de Atrial Natriuretic Peptide), péptido natriurético cerebral (BNP, siglas en inglés de Brain Natriuretic
Peptide) y péptido natriurético de tipo C (CNP, siglas en inglés de C-type Natriuretic Peptide). Estos péptidos se
sintetizan y se conservan como 3 prohormonas precursoras distintas, que son el ANP de 126 aminoécidos, el BNP
de 108 aminoacidos y el CNP de 104 aminoacidos. Cada uno de ellos esta codificado por genes distintos y tienen
distintos sitios de sintesis y mecanismos de regulacion. Las secuencias peptidicas natriuréticas parentales incluyen:
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SEC ID | preprohormona de ANP humano de | MSSFSTTTVSFLLLLAFQLLGQTRANPMYNAVSNADL
N°: 375 | 151 aminoécidos MDFKNLLDHLEEKMPLEDEVVPPQVLSDPNEEAGAA
LSPLPEVPPWTGEVSPAQRDGGALGRGPWDSSDRSAL
LKSKILRALLTAPRSLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCN

SFRY
SEC ID | preprohormona de BNP humano de | MDPQTAPSRALLLLLFLHLAFLGGRSHPLGSPGSASDL
N°: 376 | 134 aminoacidos ETSGLQEQRNHLQGKLSELQVEQTSLEPLQESPRPTGV
WKSREVATEGIRGHRKMVLYTLRAPRSPKMVQGSGC

FGRKMDRISSSSGLGCKVI.RRH
SEC ID | Preprohormona de CNP humano de | MHLSQLLACALLLTLLSLRPSEAKPGAPPKVPRTPPAE

N°: 377 | 126 aminoacidos ELAEPQAAGGGQKKGDKAPGGGGANLKGDRSRLLR
DLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSK
GCFGILKIDRIGSMSGLGC

El sitio de sintesis principal de la prohormona del ANP es el monocito auricular donde se sintetiza como una
preprohormona de 151 aminoacidos. La retirada de un péptido sefal de 25 aminoacidos de su extremo N terminal se
produce en el reticulo endoplasmatico, dejando una prohormona de ANP (ProPNA) de 126 aminoéacidos, la forma de
almacenaje principal del ANP en el corazon. La prohormona consta de 4 segmentos peptidicos bioldgicamente
activos, los aminoacidos 1-30 (ProANF 1-30, también conocido como estimulador de Na de accién prolongada), 31-
67 (ProANF 31-67, también conocido como dilatador de vasos), 79-98 (ProANF 79-98, también conocido como
excretor de potasio), y 99-126 (ANF, también conocido como factor natriurético auricular).

El BNP se aisl6 originalmente de cerebro porcino pero en seres humanos se sintetiza y se secreta en el ventriculo
izquierdo. El analisis de secuencia revela que el preproBNP consta de 134 restos y se escinde en un ProPNB de 108
aminoacidos. La escisién de una secuencia de 32 aminoacidos del extremo C terminal del ProBNP da como
resultado el BNP humano (77-108), que es la forma fisiolégicamente activa en plasma.

El CNP es el tercer miembro del sistema peptidico natriurético y se encuentra principalmente en células endoteliales
vasculares humanas, rifion y cerebro porcino. Altas concentraciones de CNP también se encuentran en el
hipotdlamo y mesencéfalo humano. En seres humanos, el preproCNP es un precursor de 126 aminoacidos
procesado en proCNP por escision de 23 restos de su extremo N terminal. Esta secuencia de 23 aminoacidos
funciona como un péptido sefial. Los 22 aminoéacidos terminales (105-126) se escinden del proCNP para dar una
forma biolégicamente activa de CNP.

La urodilatina es un miembro de la familia de péptidos natriuréticos derivados de rifion y esta formada a partir de la
misma prohormona de ANP y consta de 95-126 aminoacidos. Excepto por la extension N terminal de 4 aminoacidos,
es idéntica al ANF (99-126). La urodilatina parece ser un regulador importante del procesamiento de sodio y de agua
en el rifidén, asi como un mediador de la excrecién de sodio en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (ICC).

Los péptidos natriuréticos ejercen sus efectos bioldgicos uniéndose a receptores de alta afinidad en la superficie de
células diana. Se han aislado tres subtipos de NPR: NPR-A, NPR-B y NPRC. En consecuencia, en una realizacién
se proporciona un método para explorar la unién a y/o la activacién de receptores natriuréticos. Los péptidos
natriuréticos incluyen variantes de prohormonas que confieren numerosas actividades hormonales peptidicas
natriuréticas a los hibridos de la invencién. En otras realizaciones de interés se encuentran los hibridos antagonistas
natriuréticos. La natriuresis es la excrecion de una cantidad excesivamente grande de sodio en la orina. La
natriuresis es similar a la diuresis (la excrecidon de una cantidad inusualmente grande de orina), salvo que en la
natriuresis la orina es excepcionalmente salina. La natriuresis se produce con algunos diuréticos y enfermedades
(como las de tipo adrenal) y puede conducir al sindrome de pérdida de sales, caracterizado por deshidratacion,
vomitos, disminucion de presion arterial y riesgo de muerte subita. La administracion exégena de los 4 péptidos en
circulacion independientes de la prohormona ANP (1-30, 31-67, 79-98 y 99-126) produce vasodilatacion in vivo
diuresis, supresion del sistema renina — angiotensina - aldosterona y natriuresis y/o caliuresis potenciada. Cada una
de ProANF 1-30, ProANF 31-67 y ANF 99-126 tiene propiedades natriuréticas, reductoras de la presion arterial y
diurética, teniendo ProANF 31-67 y ANF 99-126 el mayor impacto sobre la presion arterial. Hay varios efectos de los
péptidos ANP sobre la homeostasis del potasio: ProANF 79-98 estimula la excrecion de potasio, mientras que
ProANF 31-67 repone la pérdida de potasio inhibiendo la ATPasa Na/K en las células de los conductos colectores
medulares. Especifica del ANF 99-126 es una inhibicién dependiente de la dosis de la secrecion de aldosterona
mediada por angiotensina Il, mientras que proANF 31-67 tiene la propiedad de inducir la natriuresis a través de la
generacion de prostaglandina.

El BNP produce efectos biologicos similares al ANF en seres humanos normales. Infusiones de BNP en ser humano
normal duplica la excrecion de sodio, reduce a la mitad la renina plasmatica, la secrecion de angiotensina Il y
aldosterona asi como la reduccion en el volumen plasmatico.

El CNP induce efectos cardiovasculares similares al resto de péptidos natriuréticos pero no parece mediar ningin
efecto renal. Cuando el CNP se infunde en perros anestesiados a dosis equivalentes de ANF, el GMPc plasmatico
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asciende con una reduccion simultanea de la presioén arterial media, presion arterial derecha y rendimiento cardiaco,
pero la tasa de filtracién glomerular, el flujo sanguineo renal y la excrecion de sodio disminuyen.

Los péptidos natriuréticos pueden proporcionar un beneficio terapéutico en la insuficiencia cardiaca. La insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC) esta asociada con aumentos de vasopresina, endotelina y con la activacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, y sistema nervioso simpatico, mediando la vasoconstriccion, reteniendo el sodio y
agua y remodelando la funcién cardiaca y vascular negativa. Estos efectos ocurren a pesar de los niveles elevados
de los péptidos natriuréticos en pacientes con insuficiencia cardiaca. En una realizacion de la invencion son los
hibridos los que proporcionan niveles aumentados o terapéuticos en suero de la actividad de los péptidos
natriuréticos para el tratamiento o la prevencion de enfermedades y afecciones relacionadas con el corazon,
incluyendo la ICC. Aunque la infusién de AFN en individuos normales puede dar como resultado un aumento
prolongado en las tasas de excrecion de sodio y flujo de orina, en el paciente con insuficiencia cardiaca puede
obtenerse una reduccion beneficiosa notable en la respuesta renal. La infusion de BNP aumenta notablemente la
excrecion de sodio en pacientes con insuficiencia cardiaca y ejerce efectos hemodinamicos beneficiosos
significativos. En comparacion con el ANP, los efectos diuréticos y natriuréticos del BNP son significativamente
mayores. El BNP es claramente mas lento que el ANP y ejerce otros efectos que incluyen supresion de la secrecion
de aldosterona y aumento de los niveles en suero de ANP. Los péptidos BNP también pueden proporcionar una
disminucion beneficiosa de la presién de enclavamiento capilar pulmonar, resistencia vascular sistémica, presion de
la arteria derecha y presion arterial sistélica, con un aumento del indice cardiaco en pacientes hospitalizados con
ICC asintomatica. En pacientes con insuficiencia cardiaca descompensada, los hibridos peptidicos natriuréticos
pueden proporcionar una disminucion beneficiosa de la presion de enclavamiento capilar pulmonar y una puntuacion
de disnea mejorada. (La disnea es una sensacion desagradable de dificultad al respirar, tipicamente asociada con
etapas previas de insuficiencia cardiaca). Los hibridos que contienen una, dos o tres funciones hormonales
natriuréticas proporcionan métodos de administracién de composiciones farmacéuticamente activas que son Utiles
para el tratamiento tanto profilactico como terapéutico de pacientes con ICC, preferentemente pacientes con ICC
que estan descompensados, pacientes con ICC crénica y pacientes con hipertension. La parte (o partes) natriurética
de un hibrido es suficiente para proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido natriurético a dicho
paciente cuando se administra a una dosis terapéuticamente eficaz durante un periodo terapéuticamente eficaz.

Como se indica en el presente documento puede usarse cualquier familia de péptidos natriuréticos terapéuticamente
eficaz o sus andlogos. Los péptidos natriuréticos Utiles incluyen, por ejemplo, el péptido natriurético auricular (ANP),
el péptido natriurético cerebral (BNP o el péptido natriurético de tipo B) y el péptido natriurético de tipo C (CNP). Las
secuencias de las formas Utiles de los péptidos natriuréticos se desvelan en la Publicacion de Patente de Estados
Unidos 20010027181, que se incorpora en el presente documento por referencia. Los ejemplos de ANP incluyen
ANP humano (Kangawa et al., BBRC 118: 131 (1984)) o los de diversas especies, incluyendo ANP de cerdo y rata
(Kangawa et al., BBRC 121: 585 (1984)). Dichos ANP comprenden 28 aminodacidos. Dichos ANP pueden
administrarse como un péptido que tiene una estructura anular de ANP (formacién de un enlace disulfuro basado en
Cys), y una parte C terminal detras de la estructura anular. Un ejemplo de dicho péptido es un péptido que tiene
restos de aminoéacidos desde la posicién 7 a la posicion 28 del ANP proporcionado en la Publicaciéon de Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° 20010027181. Otro ejemplo es el ANP de rana. Los ejemplos especificos de BNP que
pueden usarse en los métodos de la invencion incluyen el BNP humano (hBNP). EI BNP humano comprende 32
aminoacidos e implica la formacion de un enlace disulfuro (Sudoh et al., BBRC 159: 1420 (1989)) y los de las
Patentes de Estados Unidos N° 5.114.923, 5.674.710, 5.674.710 y 5.948.761, cada una de las cuales se incorpora
por referencia. También se conocen y pueden usarse diversos BNP de origen distinto al del ser humano, que
incluyen BNP de cerdo y BNP de rata. Un ejemplo adicional es el BNP de pollo. Los ejemplos de CNP que pueden
usarse en los métodos de la invencion incluyen CNP de cerdo. El CNP de cerdo comprende 22 aminoéacidos e
implica la formacion de un enlace disulfuro, al igual que el ANP y BNP descritos anteriormente (Sudoh et al., BBRC
168: 863 (1990)) (el ser humano y la rata tienen la misma secuencia de aminoacidos), el CNP de pollo (Arimura et
al., BBRC 174: 142 (1991)). EI CNP de rana (Yoshihara et al., BBRC 173: 591 (1990) también puede usarse. Como
se indica en el presente documento, un experto en la técnica puede aplicar modificaciones, tales como una delecién,
sustitucion, adicidon o insercion y/o modificaciones quimicas a los restos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de un péptido natriurético conocido segin se desee, mediante métodos conocidos. El compuesto
resultante es un compuesto que tiene actividad para actuar en un receptor del ANP, BNP o CNP de partida. Por lo
tanto, los analogos que tienen esta actividad se incluyen en los hibridos para su uso de acuerdo con los métodos de
la presente divulgacion.

En otra realizacion, los hibridos que contienen una o mas funciones natriuréticas pueden usarse en el tratamiento de
la hipertension. En una realizacién, un hibrido natriurético no tendra efecto nocivo sobre la frecuencia cardiaca y no
estard asociado con arritmias. En una realizacion el hibrido comprendera al menos una, dos o tres funciones
peptidicas natriuréticas, por ejemplo, actividad tanto ANP como BNP. Una 0 mas funciones hormonales natriuréticas
pueden combinarse con cualquier otra funcion hormonal o potenciador peptidico como se describe en el presente
documento. En otra realizacién la parte (o partes) natriurética es un analogo mas estable que tiene una semivida in
vivo prolongada cuando se compara con la de un péptido natriurético nativo. También se contemplan analogos que
impiden la escision indeseable por enzimas endégenas, tales como NEP. Los hibridos que contienen natriuréticos
también se dirigen adicionalmente a reducir la hipertension, a inducir la diuresis, la natriuresis, la dilatacion o
relajacion de los conductos vasculares, a unirse a receptores peptidicos natriuréticos (tales como NPR-A), a la
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supresion de la secreciéon de renina del rifién, supresion de la secreciéon de aldosterona de la glandula adrenal, al
tratamiento de enfermedades y trastornos cardiovasculares, a la reduccion, detencién o inversién de la remodelacion
cardiaca en la insuficiencia cardiaca congestiva, al tratamiento de enfermedades y trastornos renales; al tratamiento
0 prevencién de ictus isquémico y al tratamiento de asma. Los hibridos pueden administrarse a pacientes que
podrian beneficiarse de la induccién de la natriuresis, diuresis y vasodilatacion. Los hibridos pueden administrarse
en solitario o en combinacién con uno o mas de los siguientes tipos de compuestos: inhibidores de ACE, beta-
bloqueadores, diuréticos, espironolactona, digoxina, agentes anticoagulantes y antiplaquetarios, y bloqueadores de
receptores de angiotensina. Las enfermedades o afecciones adicionales incluyen trastornos y enfermedades
renales, asma, hipertensién e hipertensién pulmonar. Los hibridos son también Utiles para tratar enfermedades
inflamatorias relacionadas, disfuncion eréctil e hipercolesterolemia.

Maodulos hormonales peptidicos bioactivos

Como se indica en el presente documento los polipéptidos hibridos de la presente invencion, como se define en las
reivindicaciones, comprenden al menos dos médulos hormonales peptidicos bioactivos ligados entre si por enlace
covalente. Los modulos hormonales peptidicos bioactivos pueden ser: (a) hormonas peptidicas componentes
nativas, (b) analogos o derivados de hormonas peptidicas componentes nativas que conservan actividad hormonal,
(c) fragmentos de hormonas peptidicas componentes nativas que conservan la actividad hormonal (d) fragmentos de
analogos o derivados de hormonas peptidicas componentes nativas que conservan actividad hormonal, (e) motivos
estructurales de hormonas peptidicas componentes nativas que confieren al polipéptido hibrido una estabilidad
guimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a drganol/tejido,
interaccion con receptores, inhibicion de proteasas, unidon a proteinas plasmaticas y/u otras caracteristicas
farmacocinéticas deseadas; o (f) motivos estructurales de analogos o derivados de hormonas peptidicas
componentes nativas que confieren al polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad conformacional,
estabilidad metabdlica, biodisponibilidad, direccionamiento a érgano/tejido, interaccién con receptores, inhibicién de
proteasas, union a proteinas plasmaticas y/u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas. En el presente
documento los motivos estructurales de (e) y (f) se denominaran en su conjunto “potenciadores peptidicos”.

Los modulos hormonales peptidicos bioactivos preferidos incluyen hormonas peptidicas nativas seleccionadas de:
amilina, ADM, CT, CGRP, intermedina, CCK(1-33), CCK-8, leptina, PYY(1-36) (SEC ID N°: 57), PYY(3-36) (SEC ID
N°: 58), GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204), GLP-1(7-36) (SEC ID N°: 61), GLP-2, OXM,
exendina-3, exendina-4, hormonas peptidicas natriuréticas, péptidos de la familia de urocortina, por ejemplo, Ucn-2 y
Ucn-3, péptidos de la familia de neuromedina, por ejemplo, neuromedina U25 o variantes de corte y empalme y
ANP, BNP, CNP o urodilatina.

Otros médulos hormonales peptidicos bioactivos preferidos incluyen analogos y derivados de una hormona peptidica
componente seleccionada de : amilina, ADM, CT, CGRP, intermedina, CCK, leptina, PYY(1-36) (SEC ID N°: 57),
PYY(3-36) (SEC ID N°: 58), GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204), GLP-1(7-36) (SEC ID N¢:
61), GLP-2, OXM, exendina-3 y exendina-4, hormonas peptidicas natriuréticas, péptidos de la familia de urocortina,
por ejemplo, Ucn-2 y Ucn-3, péptidos de la familia de neuromedina, por ejemplo, neuromedina U25 o variantes de
corte y empalme y ANP, BNP, CNP o urodilatina, donde el analogo o derivado presenta al menos una actividad
hormonal de la hormona peptidica componente. El analogo puede comprender una 0 mas inserciones, deleciones o
sustituciones de la secuencia de aminoacidos de la hormona peptidica componente y el derivado puede comprender
una o mas modificaciones quimicas de un resto de aminoacido de un analogo u hormona peptidica componente,
como se describe en el presente documento mas completamente y como se sabe en la técnica.

Mas especificamente, pueden seleccionarse analogos y derivados de cualquiera de los descritos anteriormente y/o
conocidos en la técnica. Los analogos y derivados particularmente preferidos que presenten al menos una actividad
hormonal util como mdédulos hormonales peptidicos bioactivos de la divulgacion incluyan los siguientes:

Amilina: | “Ala-h-amilina (SEC ID N°: 79), “’Ala-h-amilina (SEC ID N°: 80), “°Pro-h-amilina (SEC ID N°: 189),
#2pro-h-amilina (SEC ID N°: 83), *>*®*Ppro-h-amilina (SEC ID N°: 67), *>Pro,**val,?®**’Pro-h-amilina
(SEC ID Ne: 69), B Arg,®*Pro-h-amilina (SEC ID N 70), 18Arg,25’28‘29Pr0-h-amilina (SEC ID Ne: 72),
°Pro,*Val,***°Pro-h-amilina (SEC ID N° 75), **Arg,*Leu,>*®***Pro-h-amilina (SEC ID N°: 89),
BArg*®Leu,”*Pro-h-amilina (SEC ID N°: 90), y 2,7-Ciclo-[?Asp,’Lys]-h-amilina (SEC ID N°: 76)

CT: Glu-sCT (SEC ID N°: 106), °Arg-sCT (SEC ID N°: 107), "*°*Arg-sCT (SEC ID N°: 108), *Glu, ®Arg-
sCT (SEC ID N°: 109), *Glu,"*®Arg-sCT (SEC ID N°: 110)

CGRP: *D-Ser-CGRP (SEC ID N°: 111), **D-Thr-CGRP (SEC ID N°: 112), **D-Asp-CGRP (SEC ID N°: 113),
%D-Asn-CGRP (SEC ID N°: 114), *Ser-CGRP (SEC ID N°: 115), *Hse-CGRP (SEC ID N°: 116),
%Asp-CGRP (SEC ID N°: 117), **Thr-CGRP (SEC ID N°: 118), **Asn-CGRP (SEC ID N°: 119)

AFP-6. | TQAQLLRVGCGNLSTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSP

HSY (SEC ID N°: 120)

TQAQLLRVGCDTATCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPH

SY (SEC ID N°: 121)

TQAQLLRVGMVLGTMQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSP

HSY (SEC ID N°: 122)
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TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVEPSSPH

SY (SEC ID N°: 123)

TQAQLLRVGCVLGTCQVQNLSHRLWOLMGPAGROESAPVEPSSPH

SY (SEC ID N°: 124)

CCK: DY(OSOsH)MGWMDF (SEC ID N°: 141), DYMGWMDF (SEC ID N°; 142), MGWMDF (SEC ID N°
143), GWMDF (SEC ID N°: 144), WMDF (SEC ID N°: 145), KDY(OSOsMMGWMDF (SEC ID N°: 146),
KDYMGWMDF (SEC ID N° 147), KMGWMDF (SEC ID N°: 148), KGWMDF (SEC ID N°: 149),
KWMDF (SEC ID N°: 150)

Leptina: | **Asp-leptina (SEC ID N°: 151), **GIn-leptina (SEC ID N°: 152), **Ala-leptina (SEC ID N°: 153), **Glu-
leptina (SEC ID N°: 154), “*Des-AA-leptina (SEC ID N°: 155), "Ala-leptina (SEC ID N°: 156), *Leu-
leptina (SEC ID N°: 157), **Asp-leptina (SEC ID N°: 158), **Glu-leptina (SEC ID N°: 159), **Ala-leptina
(SEC ID N°: 160), **°Leu-leptina (SEC ID N° 162),

PYY: Leu-PYY (SEC ID N° 192), *Val-PYY (SEC ID N°: 193), *Arg-PYY (SEC ID N°; 194), “GIn-PYY (SEC
ID N°: 195), “Asn-PYY (SEC ID N°: 196), ®Lys-PYY (SEC ID N°; 197), **Pro-PYY (SEC ID N°: 198),
#His-PYY (SEC ID N°: 199), “*Tyr-PYY (SEC ID N°: 57), ®pro*Ala-PYY (SEC ID N°: 200),
*Leu®Pro-PYY (SEC ID N°: 201), des-AA-4-PYY (SEC ID N°: 202)

GLP-1 °GIn-GLP-"¥(7-37) (SEC ID N°: 168), D-"GIn -GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 169), "°Thr-"® Lys "GLP-1(7-
37) (SEC ID N°: 170), lsLys-GLP-lS?-S?) (SEC ID N°: 171), °Gly-GLP-1 (7-36) (SEC ID N°: 172), °GIn-
GLP-1 (7-37) (SEC ID Ne: 173), D-"GIn-GLP-1 (7-37) (SEC ID N°: 174), acetil-gLys-GLP-lg7-37) (SEC
ID N°: 175), *Thr-GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 176), D-"Thr-GLP-1 (7-37) (SEC ID N°: 177), °Asn-GLP-1
(7-37) (SEC ID N°: 178), D-°Asn-GLP-1 (7-37) (SEC ID N°: 179), ??Ser®Arg**Arg**GIn-GLP-1(7-37)
(SEC ID N°: 180), 16ThrlsLys-GLP-lg-a?) (SEC ID N 181), *’Lys-GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 182),
Arg-GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 183), **Arg-GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 184)

Exendina | “Leu,”Phe-exendina-4 (SEC ID N° 185), “Leu,”Phe-exendina-4 (SEC ID N° 185),
°Ala,"Leu,”*Phe-exendina-4 (SEC ID N°: 186), y “*Leu,*’Ala,”phe-exendina-4 (SEC ID N°: 187).

Como se sabe en la técnica, dichos compuestos peptidicos pueden estar preferentemente amidados, pero en el
contexto de la presente invencién, pueden estar opcionalmente en forma acida a menos que se especifique otra
cosa.

Incluso otros médulos hormonales peptidicos bioactivos preferidos incluyen fragmentos de una hormona peptidica
componente seleccionada de: amilina, ADM, CT, CGRP, intermedina, CCK, leptina, PYY(1-36) (SEC ID N°: 57),
PYY(3-36) (SEC ID N°: 58), GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204), GLP-1(7-36) (SEC ID N¢;
61), GLP-2, OXM, un péptido natriurético, exendina-3 y exendina-4, péptidos de la familia de urocortina, por ejemplo,
Ucn-2 y Ucn-3, péptidos de la familia de neuromedina, por ejemplo, neuromedina U25 o variantes de corte y
empalme y ANP, BNP, CNP o urodilatina, en el que el que el fragmento presenta al menos una actividad hormonal
de la hormona peptidica componente.

Incluso otros médulos hormonales peptidicos bioactivos preferidos incluyen fragmentos de analogos o derivados de
una hormona peptidica componente seleccionada de: amilina, ADM, CT, CGRP, intermedina, CCK, leptina, PYY(1-
36) (SEC ID N°: 57), PYY(3-36) (SEC ID N°: 58),GLP-1(1-37) (SEC ID N°: 59), GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204), GLP-
1(7-36) (SEC ID N°: 61), GLP-2, OXM, ANP, BNP, CNP, urodilatina, exendina-3, exendina-4, hormonas peptidicas
natriuréticas, péptidos de la familia de urocortina, por ejemplo, Ucn-2 y Ucn-3, péptidos de la familia de
neuromedina, por ejemplo, neuromedina U25 o variantes de corte y empalme y ANP, BNP, CNP o urodilatina, en el
que el fragmento presenta al menos una actividad hormonal de la hormona peptidica componente. De nuevo, el
analogo puede comprender una 0 mas inserciones, deleciones o sustituciones de la secuencia de aminoacidos de la
hormona peptidica componente y el derivado puede comprender una 0 mas modificaciones quimicas de un resto de
aminoacido de un analogo u hormona peptidica componente, como se describe de modo mas completo en la
presente memoria y como se sabe en la técnica.

Determinados fragmentos preferidos que presentan al menos una actividad hormonal incluyen lo siguiente. Sin
embargo, debe entenderse que se contemplan combinaciones de los analogos y derivados descritos anteriormente
considerados en conjunto con fragmentos conocidos en la técnica, incluyendo los fragmentos preferidos descritos
mas adelante.

Amilina: amilina(1-36) (SEC ID Ne°: 210), amilina(1-35) (SEC ID N°: 211), amilina(1-20) (SEC ID N°: 212),
amilina(1-18) (SEC ID N°: 213), amilina(1-17) (SEC ID N°: 214), amilina (1-16) (SEC ID N°: 215),
amilina(1-15) (SEC ID N°: 216), amilina(1-7) (SEC ID N°: 217)

CT: CT(8-32) (SEC ID Ne°: 218), CT(8-27) (SEC ID N°: 219), CT(8-26) (SEC ID N°: 220), CT(8-10) (SEC
ID N°: 221), CT(18-26) (SEC ID N°: 222), CT(18-27) (SEC ID N°: 223)

AFP-6: AFP-6(18-27) (SEC ID N°: 224)

CCK: CCK-8, CCK-5, CCK-4
Leptina: leptina (22-167) (SEC ID N°: 225), leptina(56-73) (SEC ID N°: 226)
PYY: PYY(1-35) (SEC ID N°: 227), PYY(1-30) (SEC ID N°: 228), PYY(1-25) (SEC ID N°: 229), PYY(1-15)

(SEC ID N°: 230), PYY(1-10) (SEC ID N°: 231), PYY(2-36) (SEC ID N°: 232), PYY(3-36) (SEC ID N°:
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58), PYY(4-36) (SEC ID N°: 233), PYY(5-36) (SEC ID N°: 234)

GLP-1 GLP-1(7-37) (SEC ID N°: 204), GLP-1(7-36) (SEC ID N°: 61), GLP-1(7-35) (SEC ID N°: 235)
Exendina | exendina-4(1-27) (SEC ID N°: 236), exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 237), exendina-4(1-29) (SEC ID
N°; 238), exendina-4(1-30) (SEC ID N°: 239) o mas larga.

De nuevo, como se sabe en la técnica, dichos compuestos peptidicos pueden estar preferentemente amidados, pero
en el contexto de la presente invencion, opcionalmente pueden estar en forma acida a menos que se especifique
otra cosa. Ademas, los fragmentos preferidos anteriores pueden combinarse con cualquiera de los analogos o
derivados indicados en el fresente documento o conocidos en la técnica. Por ejemplo, los fragmentos de analogos
preferidos pueden incluir *Ala,**Leu,”*Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 240), **Leu,*Phe-exendina-4(1-27) (SEC
ID N°: 241), °Ala,**Leu,?Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 240), **Leu,?Phe-exendina-4(1-27) (SEC ID N°: 241), o
cualquier otra combinacion de los fragmentos, analogos y derivados indicados.

Incluso otros modulos peptidicos bioactivos preferidos incluyen “potenciadores peptidicos”, es decir, motivos
estructurales de hormonas peptidicas componentes (incluyendo sus analogos y derivados) que confieren al
polipéptido hibrido una estabilidad quimica, estabilidad conformacional, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad,
direccionamiento a 6rgano/tejido, interaccion con receptores, inhibicion de proteasas, unidén con proteinas
plasmaticas y/u otras caracteristicas farmacocinéticas deseadas. Los potenciadores peptidicos ejemplares incluyen
los siguientes. De nuevo, debe entenderse que se contemplan las combinaciones de los analogos y derivados
descritos anteriormente considerados en conjunto con los siguientes médulos peptidicos bioactivos. Por ejemplo,
también se contemplan los Ultimos seis restos de aminoacidos de los analogos y derivados hormonales peptidicos
de la familia de la amilina conocidos en la técnica y/o descritos anteriormente, como modulos peptidicos bioactivos
preferidos.

Familia de | amilina(32-37) (SEC ID N°: 242), amilina(33-37) (SEC ID N°: 243), amilina(34-37) (SEC ID N°: 244),
Amilina amilina(35-37), amilina(36-37), amilina(37), ADM(47-52) (SEC ID N°: 245), ADM(48-52) (SEC ID Ne:
246), ADM(49-52) (SEC ID N°: 247), ADM(50-52), ADM(51-52), ADM(52), CT(27-32) (SEC ID No:
248), CT(27-32) (SEC ID N°: 249), CT(28-32) (SEC ID N°: 250), CT(29-32), CT(30-32), CT(31-32),
CT(32), CGRP(32-37) (SEC ID N°: 251), CGRP(33-37) (SEC ID N°: 252), CGRP(34-37) (SEC ID N°:
253), CGRP(35-37), CGRP(36-37), CGRP(37), intermedina (42-47) (SEC ID N°: 254), intermedina
(43-47) (SEC ID N°: 255), intermedina (44-47) (SEC ID N°: 256), intermedina (45-47), intermedina (46-
47), intermedina (47)

PYY PYY(25-36) (SEC ID N°: 257), PYY(26-36) (SEC ID N°: 258),
PYY(27-36) (SEC ID N°: 259), PYY(28-36) (SEC ID N°: 260),
PYY(29-36) (SEC ID N°: 261), PYY(30-36) (SEC ID N°: 262),
PYY(31-36) (SEC ID N°: 263), PYY(32-36) (SEC ID N°: 264),
PYY(25-35) (SEC ID N°: 265), PYY(26-35) (SEC ID N°: 266),
PYY(27-35) (SEC ID N°: 267), PYY(28-35) (SEC ID N°: 268),
PYY(29-35) (SEC ID N°: 269), PYY(30-35) (SEC ID N°: 270),
PYY(31-35) (SEC ID N°: 271), PYY(32-35) (SEC ID N°: 272)

GLP-1y2 | GLP-1(29-37) de rana (SEC ID N°: 273); GLP-1(30-37) de rana (SEC ID N° 274); GLP-2(24-31) de
rana (SEC ID N°: 275), GLP-2(25-31) de rana (SEC ID N°: 276)

Exendina- | exendina-4(31-39) (SEC ID N°:; 277), exendina-4(32-39) (SEC ID N°: 278), exendina-4(33-39) (SEC ID
4 N°: 279), exendina-4(34-39) (SEC ID N°: 280), exendina-4(35-39) (SEC ID N°: 281), exendina-4(36-
39) (SEC ID N°: 282), exendina-4(37-39), exendina-4(38-39), exendina-4(39)

Consideraciones de seleccion del médulo peptidico, espaciadores, grupos enlazadores

Los polipéptidos hibridos de la presente invencion como los definidos en las reivindicaciones comprenden al menos
dos madulos hormonales peptidicos bioactivos de la invencion, en los que al menos uno de los mddulos hormonales
peptidicos bioactivos presenta al menos una actividad hormonal. El médulo hormonal peptidico bioactivo que
presenta la al menos una actividad hormonal puede localizarse en el extremo N terminal del polipéptido hibrido, en el
extremo C terminal del polipéptido hibrido, o en el caso en el que el polipéptido hibrido comprenda mas de dos
moddulos hormonales peptidicos bioactivos, puede localizarse en la parte interna del polipéptido hibrido.

En determinadas realizaciones, puede ser preferible localizar el médulo hormonal peptidico bioactivo que presenta la
al menos una actividad hormonal, de tal manera que el extremo C terminal del médulo hormonal peptidico bioactivo
esté amidado. La amidacion del extremo C terminal del mdédulo hormonal peptidico bioactivo puede realizarse
localizando el médulo en el extremo C terminal del péptido hibrido, o configurando el médulo en direcciéon C terminal
a N terminal en el extremo N terminal del polipéptido hibrido. En ambas configuraciones, el extremo C terminal del
moédulo hormonal peptidico bioactivo esta disponible para la amidacion. Las hormonas peptidicas componentes
especificas en las que la amidacion C terminal puede ser preferible incluyen hormonas peptidicas de la familia de la
amilina, CCK, PYY, hGLP-1(7-36) (SEC ID N°: 61) y hGLP-2. Las hormonas peptidicas componentes especificas en
las que la amidacién C terminal no se prefiere necesariamente (dicho de otra manera, en las que la elongacion en el
extremo C terminal del médulo se tolera facilimente) incluyen exendina-4, exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 237), GLP-
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1(7-37) (SEC ID Ne°; 204), GLP-1(7-36) de rana (SEC ID N°: 283) y GLP-2 de rana. Sin embargo, si estas hormonas
peptidicas componentes se localizan en el extremo C terminal del polipéptido hibrido, opcionalmente pueden estar
amidadas, y de hecho pueden estar preferentemente de un modo opcional amidadas.

Los moédulos hormonales peptidicos bioactivos pueden estar ligados por enlace covalente de cualquier manera
conocida en la técnica. Pueden usarse ligamientos estables o escindibles. En una realizacion, el carboxi de un
primer médulo puede ligarse directamente con el amino de un segundo modulo. En otra realizacion, pueden usarse
grupos enlazadores para unir moédulos. Ademas, si se desea, para estabilizar el ligamiento pueden emplearse
espaciadores o inductores de giro conocidos en la técnica. Como ejemplo, cuando no desea la amidacién del
extremo C terminal del médulo hormonal peptidico bioactivo localizado en el extremo N, el médulo puede unirse a un
segundo médulo directamente, o usar cualquier grupo enlazador apropiado conocido en la técnica, tal como, un
alquilo; PEG; un aminoacido, por ejemplo Lys, Glu, B-Ala; poliaminoacidos, por ejemplo poli-his, poli-arg, poli-lys,
poli-ala, Gly-Lys-Arg (GKR) etc.; enlazadores bifuncionales (véase, por ejemplo, el catalogo de Pierce Rockford, II);
aminocaproilo (“Aca”), B-alanilo, 8-amino-3,6-dioxaoctanoilo, u otro enlazador escindible y no escindible conocido en
la técnica. Especificamente descritas en el presente documento, como si cada una de ellas se obtuviera
explicitamente, son realizaciones de hibridos especificos en las que el enlazador en cada hibrido que contiene un
enlazador ilustrado, se reemplaza por un enlazador de Gly, particularmente realizaciones en las que el enlazador de
GI}/ es Gly-Gly-Gly. Como un ejemplo, para especies ilustradas #g Apa-Exendina(l-28)-ldes-Lys-hAmiIina(1-7)-
118 Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37) (SEC ID N°: 32) (véanse las tablas del presente documento) su analogo de
especie enlazadora de Gly también se contempla y se desvela especificamente. Esta especie es 29GIyGIyGIy-
Exendina(1-28)-'des-Lys-hAmilina(1-7)-""*®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37) (SEC ID N°: 313), en la que las tres
glicinas se localizan después de la secuencia de exendina(1-28). En una realizacién un enlazador o espaciador tiene
un longitud de 1 a 30 restos, en otra realizacion de 2 a 30 restos, e incluso en otra, una longitud de 3 a 30 restos y
cualquier longitud de un namero entero de 2 a 30 inclusive; cada unidad de nimero entero se contempla, por
ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7, etc. En una realizacién, se usa un enlazador de Gly y en una realizacién particular se usa un
enlazador de tres restos Gly-Gly-Gly.

Cuando se desea la amidacion del extremo C terminal del médulo hormonal peptidico bioactivo localizado en el
extremo N, el médulo puede de nuevo unirse a un segundo médulo usando cualquier grupo enlazador apropiado
conocido en la técnica. Mas especificamente, en el caso en el que un médulo hormonal peptidico bioactivo que
presente al menos una actividad hormonal se haya configurado en la orientacion C terminal a N terminal, dando
como resultado un enlace amino - amino, los grupos enlazadores preferidos incluyen acidos dicarboxilicos, alquilos,
PEG y aminoacidos tales como Lys, Cys y Glu.

Como se ha mencionado anteriormente, los polipéptidos hibridos también pueden incluir preferentemente
espaciadores para estabilizar adicionalmente el enlace de los mddulos hormonales peptidicos bioactivos. Puede
usarse cualquier espaciador o inductor de giro conocido en la técnica. Como ejemplo, los denominados miméticos
de giro B incluyen el mimético A y el mimético B ilustrados mas adelante, también los dipéptidos Ala-Aib y Ala-Pro.
Sus nombres IUPAC son Mimético A: acido N-(3S,6S,9S)-2-0x0-3-amino-1-azabiciclo[4.3.0]-nonano-9-carboxilico.
Mimético B: acido N-(3S,6S,9R)-2-0x0-3-amino-7-tia-1-azabiciclo[4.3.0]-nonano-9-carboxilico.

H
B .

3,
O,

fd e 4 6 e
mimético B

mimeético A

Combinaciones ejemplares y realizaciones especificas adicionales

Las combinaciones ejemplares de los modulos hormonales peptidicos bioactivos para formar los polipéptidos
hibridos de la divulgacién incluyen combinaciones de dos o mas modulos hormonales peptidicos bioactivos
seleccionados de: hormonas peptidicas nativas, analogos y derivados de hormonas peptidicas que presenten al
menos una actividad hormonal, fragmentos de hormonas peptidicas nativas que presenten al menos una actividad
hormonal, fragmentos de andlogos y derivados de hormonas peptidicas que presenten al menos una actividad
hormonal, y potenciadores peptidicos, con la condicién de que al menos un médulo presente al menos una actividad
hormonal.

Los polipéptidos hibridos de la invencién incluiran al menos dos médulos hormonales peptidicos bioactivos, en los
gue cada médulo comprende hormonas peptidicas componentes. En el contexto de la presente divulgacion, las
hormonas peptidicas componentes del polipéptido hibrido pueden ser iguales o diferentes, con la condicién de que
al menos dos de las hormonas peptidicas componentes sean diferentes. En una divulgacion preferida, al menos dos
de las hormonas peptidicas componentes son de diferentes familias de hormonas peptidicas, por ejemplo, la familia
de la amilina, CCK, la familia de la leptina, PPF, la familia del proglucagon, la familia de péptidos natriuréticos, los
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péptidos de la familia de urocortina, por ejemplo Ucn-2 y Ucn-3, péptidos de la familia de neuromedina, por ejemplo
neuromedina U25 o variantes de corte y empalme, y ANP, BNP, CNP o urodilatina y el GLP-1 y la familia de la
exendina.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos hibridos de la divulgaciéon pueden comprender dos o mas moédulos
gue presenten al menos una actividad hormonal. Por ejemplo, el polipéptido hibrido puede comprender un fragmento
de una primera hormona peptidica 0 analogo que presente al menos una actividad hormonal, ligado por enlace
covalente a un fragmento de al menos un analogo hormonal peptidico adicional. El fragmento (o fragmentos)
adicional puede presentar opcionalmente al menos una actividad hormonal. La primera hormona peptidica puede ser
igual o diferente de la hormona (u hormonas) peptidica adicional, con la condicion de que al menos una de las
hormonas peptidicas adicionales sean diferentes de la primera hormona peptidica, y que la primera actividad
hormonal pueda ser igual o diferente de la actividad hormonal adicional opcional.

En otras realizaciones, los polipéptidos hibridos de la divulgacién pueden comprender uno o mas mddulos que
presenten al menos una actividad hormonal en combinacién con uno o mas médulos potenciadores peptidicos. Por
ejemplo, un fragmento de una primera hormona peptidica que presente al menos una actividad hormonal puede
ligarse por enlace covalente a un potenciador peptidico, o un fragmento de una primera hormona peptidica que
presente al menos una actividad hormonal puede ligarse por enlace covalente a una segunda hormona peptidica
que presente al menos una actividad hormonal, que a su vez esté ligada a un potenciador peptidico. Como
alternativa, puede colocarse un potenciador peptidico entre dos médulos hormonales peptidicos como un espaciador
estabilizante. De nuevo, la primera hormona peptidica puede ser igual o diferente de la segunda hormona peptidica,
y la primera actividad hormonal puede ser igual o diferente de la segunda actividad hormonal.

Los polipéptidos hibridos de la invencién pueden comprender dos, tres, cuatro 0 mas moédulos hormonales
peptidicos bioactivos. Las combinaciones ejemplares de la divulgacion incluyen un médulo con una actividad
hormonal en combinacién con uno, dos o tres potenciadores peptidicos; dos moédulos con una actividad hormonal en
combinacién con uno o dos potenciadores peptidicos, tres médulos con una actividad hormonal en combinacién con
un potenciador peptidico, etc.

Las hormonas peptidicas componentes se seleccionan preferentemente de amilina, adrenomedulina, calcitonina,
péptido relacionado con el gen de calcitonina, intermedina, colecistoquinina, leptina, péptido YY, péptido 1 similar a
glucagon, péptido 2 similar a glucagon, oxintomodulina, ANP, BNP, CNP, urodilatina, hormonas peptidicas
natriuréticas, péptidos de la familia de la urocortina, por ejemplo Ucn-2 y Ucn-3, péptidos de la familia de la
neuromedina, por ejemplo, neuromedina U25 o variantes de corte y empalme, y ANP, BNP, CNP o urodilatina o
exendina-4.

Mas particularmente, las combinaciones de mddulos preferidas incluyen aquellas que, como hormonas peptidicas
componentes, implican combinaciones de exendina, amilina (y/o sCT), BNP y PYY. Las combinaciones particulares
incluyen combinaciones de exendina-4/PYY y PYY/exendina-4, con y sin espaciadores o grupos enlazadores. Otras
combinaciones incluyen combinaciones de exendina/amilina y amilina/exendina, con y sin espaciadores o grupos
enlazadores. Incluso otras combinaciones incluyen combinaciones de amilina/PYY y PYY/amilina, con o sin
espaciadores o grupos enlazadores.

En un aspecto, las combinaciones de moédulos preferidas incluyen aquellas que implican un primer médulo que
comprende exendina-4, un fragmento de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o
derivado de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal, o un fragmento de un analogo de exendina-
4 que presenta al menos una actividad hormonal en combinacion con al menos un médulo hormonal peptidico
bioactivo adicional. En una realizacion, el primer moédulo estd ligado a uno, dos o tres mddulos hormonales
peptidicos bioactivos adicionales.

En realizaciones preferidas, un primer modulo que comprende un péptido de exendina-4 esta ligado a un segundo
moédulo hormonal peptidico bioactivo que comprende un péptido de amilina (y/o sCT) que presenta al menos una
actividad hormonal. En otra realizacion, el segundo mddulo esta adicionalmente ligado a un tercer médulo hormonal
peptidico bioactivo que comprende un péptido de calcitonina que presenta al menos una actividad hormonal. En otra
realizacién adicional, el tercer médulo puede ligarse adicionalmente a un cuarto médulo hormonal peptidico bioactivo
gue comprende un potenciador peptidico seleccionado de péptidos de amilina. En una realizacién, el primer médulo
puede localizarse en el extremo C terminal del polipéptido hibrido. Como alternativa, el primer médulo puede
localizarse en el extremo N terminal del polipéptido hibrido. En determinadas realizaciones, si se desea, pueden
insertarse espaciadores o enlazadores, tales como BAla, para ligar los modulos.

Los péptidos de exendina-4 preferidos incluyen: exendina-4, exendina-4(1-27) (SSEC ID N°: 236), exendina-4(1-28)
(SEC ID N°: 237), “Leu,”*Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 284) y °Ala,**Leu,’Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°:
240). También son Utiles exendina(7-15) y su analogo Ser2, HSEGTFTSD (SEC ID N°. 378). Los péptidos de amilina
preferidos que presentan al menos una actividad hormonal incluyen amilina, fragmentos de amilina, tales como
amilina(1-17) (SEC ID N°: 214), amilina(1-16) (SEC ID N°: 215), amilina(1-15) (SEC ID N°: 216) y amilina(1-7) (SEC
ID N°: 217) y analogos de amilina tales como pramlintida, “Ala-h-amilina (SEC ID N°: 79), *’Ala-h-amilina (SEC ID
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N°: 80) y fragmentos de los mismos. Los péptidos de calcitonina preferidos que presentan al menos una actividad
hormonal incluyen sCT, fragmentos de sCT, tales como sCT(8-10), sCT(8-27) (SEC ID N°; 288), y analogos de
calcitonina tales como **®Arg-sCT (SEC ID N°: 108), *Arg-sCT (SEC ID N°: 107), *Glu,'®Arg-sCT (SEC ID N°:
109), “Glu,***®Arg-sCT (SEC ID N°: 110) y sus fragmentos. Los potenciadores peptidicos de amilina preferidos
incluyen amilina(32-37) (SEC ID N°: 242), amilina(33-37) (SEC ID N°: 243) y amilina(34-37) (SEC ID N°: 244) y
analogos de los mismos. Combinaciones de amilina-sCT Utiles en relacion con la presente invencién incluyen las
desvelados en el documento PCT/US2005/004631, Amylin Family Agonist, Expediente del Mandatario 18528.835,
que se incorpora en el presente documento por referencia. Una quimera de amilina-sCT particularmente Util para
crear hibridos de la invencién es el Compuesto 10 (descrito en el presente documento y en el documento
PCT/US2005/004631) y analogos y derivados del mismo.

En un aspecto, las combinaciones de modulos preferidas incluyen las que implican un primer modulo que
comprende exendina-4, un fragmento de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal, y un analogo o
derivado de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal, o un fragmento de un analogo de exendina-
4 que presenta al menos una actividad hormonal en combinacién con un potenciador peptidico. Los compuestos
preferidos de exendina-4 incluyen: exendina-4, exendina-4(1-27) (SEC ID N°: 236), exendina-4(1-28) (SEC ID Ne:
237), “Leu,’Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 284), y °Ala,*Leu,?Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N° 240). Los
potenciadores peptidicos preferidos incluyen: PYY(25-36) (SEC ID N°: 257), PYY(30-36) (SEC ID N°: 262) y PYY(31-
36) (SEC ID N°: 263). En una realizacion, el primer médulo se localiza en el extremo C terminal del polipéptido
hibrido y el potenciador peptidico se localiza en el extremo N-terminal del polipéptido hibrido. Como alternativa, el
primer médulo puede localizarse en el extremo N terminal del polipéptido hibrido y el potenciador peptidico puede
localizarse en el extremo C terminal del polipéptido hibrido. En determinadas realizaciones, si se desea, pueden
insertarse espaciadores o enlazadores, tales como Ala, para unir los moédulos.

En otro aspecto, las combinaciones de médulos preferidas incluyen las que implican un primer mdédulo que
comprende exendina-4, un fragmento de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o
derivado de exendina-4 que presenta al menos una actividad hormonal o un fragmento de un analogo de exendina-4
que presenta al menos una actividad hormonal en combinaciéon con un segundo moédulo que comprende CCK, un
fragmento de CCK que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o derivado de CCK que presenta al
menos una actividad hormonal o un fragmento de un analogo de CCK que presenta al menos una actividad
hormonal. De nuevo, los compuestos de excendina-440referidos incluyen: exendina-4, exendina-4(1-27) (SEC ID Ne:
236), exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 237), “Leu,”Phe-exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 284), °Ala,**Leu,®Phe-
exendina-4(1-28) (SEC ID N°: 240), y 14Leu-exendina-4(l—28) (SEC ID N°: 190). Los compuestos de CCK preferidos
incluyen: CCK-8 y CCK-8(Phe(CH2S0s3)). En una realizacion, el primer modulo se localiza en el extremo C terminal
del polipéptido hibrido y el segundo mdédulo se localiza en el extremo N terminal del polipéptido hibrido. Como
alternativa, el primer médulo puede localizarse en el extremo N terminal del polipéptido hibrido y el potenciador
peptidico puede localizarse en el extremo C terminal del polipéptido hibrido. En determinadas realizaciones, si se
desea, pueden insertarse espaciadores o enlazadores, tales como BAla, para unir los médulos.

En otro aspecto, las combinaciones de mdédulos preferidas incluyen las que implican un primer médulo que
comprende amilina, un fragmento de amilina que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o derivado
de amilina que presenta al menos una actividad hormonal, un fragmento de un analogo de amilina que presenta al
menos una actividad hormonal en combinacién con un segundo moédulo que comprende un potenciador peptidico, tal
como PYY(25-36) (SEC ID N°: 257) o PYY(30-36) (SEC ID N°: 262). En una realizacion, el primer médulo se localiza
en el extremo C terminal del polipéptido hibrido y el potenciador peptidico se localiza en el extremo N terminal del
polipéptido hibrido. Como alternativa, el primer médulo puede localizarse en el extremo N terminal del polipéptido
hibrido y el potenciador peptidico puede localizarse en el extremo C terminal del polipéptido hibrido. En
determinadas realizaciones, si se desea pueden insertarse espaciadores o enlazadores, tales como BAla, para unir
los modulos. En otro aspecto, las combinaciones de modulos preferidas incluyen las que implican un primer médulo
gue comprende amilina, un fragmento de amilina que presenta al menos una actividad hormonal, un analogo o
derivado de amilina que presenta al menos una actividad hormonal, o un fragmento de un analogo de amilina que
presenta al menos una actividad hormonal en combinacién con un segundo médulo que comprende un potenciador
peptidico, tal como PYY(25-36) o PYY(30-36). En una realizacion, el primer modulo se localiza en el extremo C
terminal del polipéptido hibrido y el potenciador peptidico se localiza en el extremo N terminal del polipéptido hibrido.
Como alternativa, el primer médulo puede localizarse en el extremo N terminal del polipéptido hibrido y el
potenciador peptidico puede localizarse en el extremo C terminal del polipéptido hibrido. En determinadas
realizaciones, si se desea, pueden insertarse espaciadores o enlazadores, tales como BAla, para unir los médulos.

Otras combinaciones de mdédulos preferidas incluyen las que implican combinaciones de exendina y CCK o amilina,
calcitonina y CCK como una combinacién terciaria. Combinaciones particulares incluyen exendina/CCK y
CCK/exendina, con y sin espaciadores o enlazadores y grupos enlazadores. Otras combinaciones incluyen
CCK/amilina/calcitonina y CCK/amilina/calcitonina/amilina, con y sin espaciadores o grupos enlazadores. Cada
moédulo puede ser independientemente un potenciador peptidico o puede presentar una actividad hormonal,
dependiendo de las propiedades deseadas del polipéptido hibrido. En una realizacion, la amilina/calcitonina/amilina
se proporciona como una quimera de amilina/calcitonina/amilina tal como en el Compuesto 10.
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Incluso otras combinaciones de moédulos preferidas adicionales incluyen las que implican combinaciones de
exendina, amilina y calcitonina como moléculas terciarias y tetrahibridas. Combinaciones ejemplares incluyen
combinaciones de exendina/amilina/calcitonina; exendina/amilina/calcitonina/amilina; amilina/calcitonina/exendina; y
amilina/calcitonina/amilina/exendina, con y sin espaciadores o grupos enlazadores. Cada modulo puede ser
independientemente un potenciador peptidico o puede presentar una actividad hormonal, dependiendo de las
propiedades deseadas del polipéptido hibrido. En una realizacién se proporciona amilina/calcitonina/amilina como
una quimera de amilina/calcitonina/amilina tal como en el Compuesto 10.

En una realizacién, cuando uno o mas de los médulos hormonales peptidicos bioactivos, que presentan al menos
una actividad hormonal, es la amilina o un analogo o fragmento de la misma, y un segundo médulo hormonal
peptidico bioactivo comprende CCK, entonces el polipéptido hibrido debe comprender preferentemente un tercer
médulo hormonal peptidico bioactivo seleccionado de una hormona peptidica componente diferente. Los terceros
médulos hormonales peptidicos bioactivos ejemplares incluyen calcitoninas, mas preferentemente calcitonina de
salmon, andlogos o fragmentos de la misma.

En otra realizacién, cuando uno o mas de los médulos hormonales peptidicos bioactivos que presentan al menos
una actividad hormonal, es la amilina o un analogo o fragmento de la misma, y un segundo médulo hormonal
peptidico bioactivo comprende CT, entonces el polipéptido hibrido debe comprender preferentemente un tercer
moédulo hormonal peptidico bioactivo seleccionado de una hormona peptidica componente diferente. Los terceros
maédulos hormonales peptidicos bioactivos ejemplares incluyen exendina-4, analogos o fragmentos dela misma.

En otra realizaciéon adicional mas, cuando uno o mas de los modulos hormonales peptidicos bioactivos que
presentan al menos una actividad hormonal, es GLP-1 o un analogo o fragmento del mismo, y un segundo médulo
hormonal peptidico bioactivo en un potenciador peptidico que comprende un fragmento de exendina, entonces el
polipéptido hibrido debe comprender preferentemente un tercer médulo hormonal peptidico bioactivo. El tercer
moédulo hormonal peptidico bioactivo ejemplar incluye PYY (incluyendo andlogos, derivados y fragmentos de los
mismos) y CCK (incluyendo analogos, derivados y fragmentos de los mismos).

Dentro de cada una de las combinaciones descritas en el presente documento, debe entenderse que la referencia a
una hormona peptidica componente incluye la referencia a analogos, derivados, fragmentos, asi como a
potenciadores peptidicos relacionados con los mismos.

En un aspecto preferido, el polipéptido hibrido incluye:

SEC
ID No:

1 Exendina-4-PYY(22-36)

2 Exendina-4-PYY(25-36)

3 Exendina-4-PYY(18-36)

4 Exendina-4-BAla-BAla-PYY(22-36)

5 Exendina-4-BAla-BAla-PYY(25-36)

6 Exendina-4-BAla-BAla-PYY(31-36)

7 Exendina-4(1-28)-PYY(22-36)

8 Exendina-4(1-28)-PYY(25-36)

9 Exendina-4(1-28)-PYY(18-36)

10 Exendina-4(1-28)- BAla-BAla-PYY(22-36)

11 Exendina-4(1-28)- BAla-BAla-PYY(25-36)

12 Exendina-4(1-28)- BAla-BAla-PYY(31-36)

13 °Ala, "Leu,”Phe-Exendina-4(1-28)-PYY(18-36)

14 °Ala,"*Leu,”Phe-Exendina-4(1-28)-PYY(22-36)

15 °Ala,"Leu,”Phe-Exendina-4(1-28)-PYY(25-36)

16 °Ala,"Leu,Phe-Exendina-4(1-17)-PYY(18-36)

17 °Ala,**Leu,””Phe-Exendina-4(1-28)- BAla-BAla -PYY(22-36)

18 >Ala,**Leu,”Phe-Exendina-4(1-28)- BAla-BAla-PYY(25-36)

19 >Ala,**Leu,””Phe-Exendina-4(1-28)- BAla-BAla -PYY(31-36)

20 Exendina-4-CCK-8

21 Exendina-4(1-28)-CCK-8

22 Exendina-4(1-28)-CCK-8(Phe(CH,S03))

23 Exendina-4(1-28)-(8-amino-3,6-dioxooctanoilo)-CCK-8

24 Exendina-4(1-28)-(8-amino-3,6-dioxooctanoilo)-CCK-8(Phe(CH,S03))

25 Exendina-4(1-27)-hAmilina(1-7)-"""°*"Arg-sCT(8-27)-Amilina(33-37)

26 Exendina-4(1-27)-"'Ala-hAmilina(1-7)-sCT(8-10)

27 *12 Ado-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)
28 12 Ado-Exendina(1-28)-'des-Lys-hAmilina(1-7)-""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)
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SEC

ID N°:

29 93 6-dioxooctanoil-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-"""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

30 93 6-dioxooctanoil-Exendina(1-28)-"des-Lys-hAmilina(1-7)," "*Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

31 “5 Apa -Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-"""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

32 “5 Apa-Exendina(1-28) -'des-Lys-hAmilina(1-7)-"""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

33 “9BAla-BAla-Exendina(1-28),hAmilina(1-7)-****Arg-sCt(8-27)-Amilina(33-37)

34 “BAla-BAla-Exendina(1-28)-'des-Lys-hAmilina(1-7)-"""®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

35 94,7 10-trioxa-13-tridecanamina succinimidil-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7) " "°Arg-sCt(8-27)-
hAmilina(33-37)

36 94,7 10-trioxa-13-tridecanamina  succinimidil-Exendina(1-28)-"des-Lys-hAmilina(1-7)-""Arg-sCt(8-27)-
hAmilina(33-37)

37 CCK-8-GKR-""Glu-hAmilina(1-17)-"°Arg-sCT(18-26)-Amilina(32-37)

38 Amilina(1-18)-PYY(19-36)

39 isocaproil-STAVL-(Aib)-K(formil)-LSQEL-(Aib)-K(formil)-LQT-PYY(18-36)

40 isocaproil-STAVL-(Aib)-K(formil)-LSQEL-(Aib)-K(formil)-L-PYY(16-36)

41 CCK-8-[Succinoil-Cys]-PYY(3-36)

42 CCK-8-[Bis-Cys(N-Acetil)]-PYY(3-36)

43 CCK-8-[Gly-Aminoximetilcarbonil]-PYY(3-36)

379 Exendina-4(1-27)-hAmilina(1-7)-""Glu,”""°Arg-sCT(8-27)-Amilina(33-37)

380 12 Ado-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-""G1u, ™ "®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

381 %12 Ado-Exendina(1-28)-"des-Lys-hAmilina(1-7)-""Glu, " °Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

382 *3 6-dioxooctanoil-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-"*Glu, ™ "®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

383 *3 6-dioxooctanoil-Exendina(1-28)-"des-Lys-hAmilina(1-7), “*Glu,""°Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

384 *5 Apa -Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-"*Glu," " Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

385 5 Apa-Exendina(1-28) -'des-Lys-hAmilina(1-7)-"*Glu,""®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

386 “BAla-BAla-Exendina(1-28),hAmilina(1-7)-"*Glu, " *®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

387 “BAla-BAla-Exendina(1-28)-'des-Lys-hAmilina(1-7)-**Glu,** *®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

388 %94,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidil-Exendina(1-28)-hAmilina(1-7)-"Glu,"* "*Arg-sCt(8-27)-
hAmilina(33-37)

389 #94,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidil-Exendina(1-28)-'des-Lys-hAmilina(1-7)-"*Glu, " Arg-
sCt(8-27)-hAmilina(33-37)

390 CCK-8-GKR-"Glu-hAmilina(1-17)- *°Arg-sCT(18-26)-Amilina(32-37)

Los hibridos de exendina y neuromedina ejemplares incluyen
Exendina-(1-28)-beta-Ala-beta-Ala-FN-38:

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN-beta-Ala-beta-Ala-
FLFHYSKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 391);

Exendina-(1-28)-beta-Ala-beta-Ala-Neuromedina(U25):

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN-beta-Ala-beta-Ala-
FRVDEEFQSPFASQSRGYFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 392); y

Exendina-(1-28)-beta-Ala-beta-Ala-Neuromedina(U-9):
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN-beta-Ala-beta-Ala-GYFLFRPRN-NH2 (SEC ID N°: 393). El espaciador
beta-Ala-beta-Ala es opcional, y puede reemplazarse por Gly-Gly-Gly, un grupo mini-PEG, u otro enlazador

conocido en la técnica, particularmente los descritos en el presente documento.

Los hibridos peptidicos de exendina y natriuréticos ejemplares incluyen hibridos peptidicos de exendina-hBPN, que
incluyen

Exendina-(1-28)-beta-Ala-beta-Ala-hBNP:

HGEGTFTSDLSKQMEEAVRLFIEWLKN-beta-Ala-beta-Ala-
SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH (SEC ID N°: 394); y

Exendina-beta-Ala-beta-Ala-hBNP:

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPS-beta-Ala-beta-Ala-
SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH (SEC ID N°: 395).
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Como en todos los hibridos de la divulgacion, un espaciador beta-Ala-beta-Ala es opcional, y puede reemplazarse
por Gly-Gly-Gly, un grupo mini-PEG, u otro enlazador conocido en la técnica, particularmente los descritos en el
presente documento.

Los polipéptidos hibridos de la presente invencién también pueden comprender modificaciones adicionales que
incluyen, pero sin limitacion, una sustitucién, deleciéon e insercion en la secuencia de aminoacidos de dichos
polipéptidos hibridos y cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto preferido, los polipéptidos hibridos de la
invencion incluyen una o mas modificaciones de un resto de aminoacido “no esencial”. En el contexto de la
invencioén, un resto de aminoéacido “no esencial” es un resto que puede alterarse, es decir, delecionarse o sustituirse,
en la secuencia de aminoacidos humana nativa del fragmento, por ejemplo, el fragmento hormonal peptidico
componente, sin anular o reducir sustancialmente la actividad agonista del receptor hormonal peptidico componente
del polipéptido hibrido.

Las sustituciones preferidas incluyen sustituciones de aminoacidos conservativas. Una “sustitucion de aminoacido
conservativa” es una en la que el resto de aminoacido se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una
cadena lateral similar, o caracteristicas fisicoquimicas similares (por ejemplo, rasgos electroestaticos, de uniéon con
hidrégeno, isostéricos, hidréfobos). En la técnica se conocen familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, metionina, cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano), cadenas
laterales B ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, tript6fano, histidina).

La presente invencién también se refiere a derivados de los polipéptidos hibridos. Dichos derivados incluyen
polipéptidos hibridos conjugados con una o mas moléculas poliméricas solubles en agua, tales como polietilenglicol
(“PEG") o cadenas de acidos grasos de diversas longitudes (por ejemplo, estearilo, palmitoilo, octanoilo, etc.), o por
la adicion de poliaminoéacidos, tales como poli-his, poli-arg, poli-lys y poli-ala. Las modificaciones en los polipéptidos
hibridos también pueden incluir sustituyentes de molécula pequefia, tales como alquilos cortos y alquilos restringidos
(por ejemplo, ramificados, ciclicos, condensados, adamantilo) y grupos aromaticos. Las moléculas poliméricas
solubles en agua tendran preferentemente un peso molecular que varia de aproximadamente 500 a
aproximadamente 20.000 Daltons.

Dichas conjugaciones poliméricas y modificaciones con sustituyentes de molécula pequefia pueden producirse
singularmente en el extremo N o C o en las cadenas laterales de los restos de aminoacidos en la secuencia de los
polipéptidos hibridos. Como alternativa, puede haber sitios de derivatizacion multiples a lo largo del polipéptido
hibrido. La sustitucién de uno o mas aminoacidos por lisina, acido aspartico, acido glutamico o cisteina puede
proporcionar sitios de derivatizacion adicionales. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos
5.824.784 y 5.824.778. Preferentemente, los polipéptidos hibridos pueden conjugarse con una, dos o tres moléculas
poliméricas.

Las moléculas poliméricas solubles en agua estan ligadas preferentemente a un grupo amino, carboxilo o tiol, y
pueden estar ligadas por el extremo N o C, o en las cadenas laterales de lisina, acido aspartico, acido glutamico o
cisteina. Como alternativa, las moléculas poliméricas solubles en agua pueden ligarse con grupos diamina y
dicarboxilico. En una realizacion preferida, los polipéptidos hibridos de una invencién se conjugan con una, dos o
tres moléculas de PEG a través de un grupo amino épsilon en un aminoacido de lisina.

Los derivados polipeptidicos hibridos de la invencion también incluyen polipéptidos hibridos con alteraciones
guimicas en uno o mas restos de aminoacidos. Dichas alteraciones quimicas incluyen amidacién, glucosilacion,
acilacién, sulfatacién, fosforilacién, acetilacion y ciclaciéon. Las alteraciones quimicas pueden producirse
singularmente en el extremo N o C o en las cadenas laterales de los restos de aminoacido en la secuencia de los
polipéptidos hibridos PPF. En una realizacion, el extremo C de estos péptidos puede tener un grupo OH o NH libre.
En otra realizacion, el extremo N terminal puede estar protegido con un grupo isobutiloxicarbonilo, un grupo
isopropiloxicarbonilo, un grupo n-butiloxicarbonilo, un grupo etoxicarbonilo, un grupo isocaproilo (isocap), un grupo
octanilo, un grupo octil glicina (G(Oct)) o un grupo acido 8-aminooctanico. En una realizacién preferida, la ciclacién
puede ser a través de la formacién de puentes disulfuro. Como alternativa, puede haber sitios de alteraciéon quimica
multiples a lo largo del polipéptido hibrido.

En una realizacion adicional, los hibridos no incluyen ninguno de los hibridos desvelados en el documento
WO02005/077072. Por consiguiente en una realizacién se reivindican nuevos hibridos. En otra realizacion se
reivindican nuevos usos, como se desvela en el presente documento, de cualquiera de los hibridos desvelados en el
presente documento, en el documento WO2005/077072, o en cualquier otro. En el Listado de Secuencias se
proporcionan Ejemplos de polipéptidos hibridos de la presente invencién y también se comentan en la seccion de
Ejemplos de la misma.

Uso de polipéptidos hibridos en el tratamiento o prevencién de afecciones o trastornos metabdlicos
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Los hibridos de la invencion pueden ser Utiles para reducir la ingesta de alimento, reducir el apetito, reducir la
ingesta caldrica, inducir la saciedad, reducir la disponibilidad de nutrientes, causar pérdida de peso, influir en la
composicion corporal, alterar el contenido energético o el gasto energético del organismo, mejorar el perfil lipidico
(incluyendo la reduccion de colesterol LDL y de los niveles de triglicéridos y/o cambiar los niveles de colesterol HDL),
reducir la motilidad gastrointestinal, retrasar el vaciado gastrico, moderar las oscilaciones de glucemia postprandial,
prevenir o inhibir la secrecidon de glucagon y disminuir la presion arterial. En una realizacion dichos hibridos
contienen una parte de exendina, GLP1, amilina y/o sCT.

Por tanto, en determinadas realizaciones, los hibridos de la invencion son Utiles para tratar o prevenir afecciones o
trastornos que pueden aliviarse reduciendo la disponibilidad de nutrientes, que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencion. Dichos trastornos y afecciones
incluyen, pero sin limitacién, trastornos de la alimentacion, insulinorresistencia, obesidad, hiperglucemia postprandial
andmala, diabetes de cualquier tipo, incluyendo diabetes de Tipo |, de Tipo Il y gestacional, Sindrome Metabdlico,
Sindrome de Vaciado Gastrico Rapido (Dumping), hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular,
hiperlipidemia, apnea del suefio, cancer, hipertensiéon pulmonar, colecistitis y osteoartritis. En una realizacion, dichos
hibridos contienen una parte de exendina, GLP1, amilina y/o sCT.

Los pares de modulos peptidicos ejemplares incluyen péptidos cardioactivos/protectores, por ejemplo, una
urocortina con un GLP-1 o exendina, un ANP, BNP o CNP con un GLP-1 o exendina, y una urocortina con un ANP,
BNP o CNP. Dichos hibridos seran cardioprotectores y particularmente Utiles para las enfermedades y afecciones
indicadas descritas en el presente documento, que incluyen ICC aguda o crénica, isquemia - reperfusion, infarto de
miocardio, y para acciones vasodilatadoras Utiles para tratar o prevenir sintomas antihipertensivos y angina de
pecho. La Ucn 2 y 3 son particularmente Utiles en los hibridos de la invencién.

Son ejemplos no limitantes de una afeccion o enfermedad cardiovascular la hipertensién, la isquemia del miocardio y
la reperfusion del miocardio. Los compuestos de la invencion también pueden ser Utiles en el tratamiento o
prevencion de otras afecciones asociadas con obesidad que incluyen ictus, cancer (por ejemplo, cancer endometrial,
de mama, de préstata y de colon), enfermedad de la vesicula biliar, apnea del suefio, fertilidad reducida y
osteoartritis (véase Lyznicki et al, Am. Fam. Phys. 63: 2185, 2001). En otras realizaciones, los compuestos de la
invencion pueden usarse para alterar la composicion corporal por razones estéticas, para potenciar una capacidad
fisica o para producir una fuente carnica sin grasa. Los hibridos son utiles para cambiar la composicién corporal
disminuyendo la grasa sin disminuir de manera significativa la masa muscular, produciendo de este modo una
pérdida de grasa corporal deseable conservando al mismo tiempo la masa corporal magra. En una realizacion
dichos hibridos contienen una parte de exendina, GLP1, amilina y/o sCT.

En otro aspecto general, los hibridos de la invencion pueden usarse para inhibir la secrecién de ghrelina. Por
consiguiente, los compuestos de la invencion pueden utilizar este mecanismo para tratar o prevenir trastornos
relacionados con ghrelina, tales como el sindrome de Prader-Willi, la diabetes de todos los tipos y sus
complicaciones, la obesidad, hiperfagia, hiperlipidemia, u otros trastornos asociados con hipernutricion. En una
realizacién dichos hibridos contienen una parte de exendina, GLP1, amilina y/o sCT.

En otro aspecto general, ahora se reconoce que los hibridos que contienen partes de amilina y/o sCT pueden ser
Utiles para el tratamiento o prevencion del es6fago de Barrett, Enfermedad de Reflujo Gastroesofagico (ERGE) y
afecciones asociadas con la misma. Dichas afecciones pueden incluir, pero sin limitacién, pirosis, pirosis
acompafiada por regurgitacion de contenido gastrico/intestinal en la boca o los pulmones, deglucion dificultosa, tos,
sibilancia intermitente e inflamacion de las cuerdas vocales (afecciones asociadas con ERGE), erosion esofagica,
Ulcera esofagica, estenosis esofagica, metaplasia de Barrett (reemplazo de epitelio normal esofagico por epitelio
anomalo), adenocarcinoma de Barrett y aspiracion pulmonar. Dichos hibridos tienen propiedades antisecretoras,
tales como inhibicién de acidos gastricos, inhibicion de acidos biliares e inhibicion de enzimas pancreaticas.
Ademas, dichos hibridos pueden tener un efecto gastroprotector, que los hace particularmente (tiles en el
tratamiento o prevencion del es6fago de Barrett y/o ERGE y afecciones relacionadas o asociadas como se describe
en el presente documento.

En otro aspecto general, los hibridos pueden ser adicionalmente Utiles para el tratamiento o la prevencion de
pancreatitis, carcinoma pancreatico y gastritis, particularmente en el tratamiento y prevencion de pancreatitis en
pacientes que se han sometido a colangiopancreatografia retrégrada endoscoépica (CPRE). Los agonistas hibridos
que contienen amilina y/o sCT pueden tener un efecto terapéutico sorprendentemente superior cuando se combinan
con somatostatina. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, los métodos para tratar o prevenir la
pancreatitis comprenden administrar al sujeto dichos hibridos y administrar somatostatina y agonistas de
somatostatina.

En otro aspecto general, los hibridos son (tiles para disminuir la reabsorciéon 6sea, disminuir el calcio en plasma e
inducir un efecto analgésico, particularmente para tratar trastornos 6seos tales como osteopenia y osteoporosis. En
otras realizaciones adicionales, los hibridos son Utiles para tratar el dolor y la neuropatia dolorosa. En una
realizacién dichos hibridos contienen una parte de exendina, GLP1, amilina y/o sCT.
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En otro aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para el tratamiento o la prevencion de la obesidad, en el
gue el método comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz
de un polipéptido hibrido. En una realizacion preferida, el sujeto es un sujeto obeso o con sobrepeso. Aunque
generalmente la “obesidad” se define como un indice de masa corporal superior a 30, para los fines de esta
divulgacion, cualquier sujeto, incluyendo los que presenten un indice de masa corporal menor de 30, que necesite o
desee reducir su peso corporal, se incluye en la definicion de “obeso”. Los sujetos que son insulinorresistentes,
intolerantes a la glucosa o que tienen cualquier forma de diabetes mellitus (por ejemplo, diabetes de tipo 1, 2 o
gestacional) pueden beneficiarse de estos hibridos. En una realizacién dichos hibridos contienen una parte de
exendina, PYY, GLP1, amilina y/o sCT.

En otra realizacion adicional se proporciona un método para reducir el peso en un sujeto mérbidamente obeso para
reducir primero el peso del sujeto a un nivel por debajo del mérbidamente obeso, administrando después al sujeto
una combinacion de agentes antiobesidad en cantidades eficaces para reducir adicionalmente el peso del sujeto.
Los métodos para reducir el peso de un sujeto por debajo del de la obesidad mdrbida incluyen la reduccion de la
ingesta de calorias, el aumento de la actividad fisica, la terapia con farmacos, la cirugia bariatrica, tal como cirugia
de puente gastrico, o cualquier combinacion de los métodos anteriores. En un aspecto, la administracion de la
combinacién de agentes antiobesidad reduce adicionalmente el peso del sujeto. En otra realizacién, se proporcionan
métodos para reducir el indice de masa corporal en un sujeto que tiene un indice de masa corporal de 40 o menor
administrando una combinacién de agentes antiobesidad en cantidades eficaces para reducir adicionalmente el peso
del sujeto.

La reduccién de peso significa que el sujeto pierde una parte de su peso corporal total durante el ciclo del
tratamiento, ya sea la duracién del ciclo de tratamiento de dias, semanas, meses o afios. Como alternativa, la
reduccion de peso puede definirse como una disminucién en la proporcion de masa grasa con respecto a masa
magra (en otras palabras, el sujeto pierde masa grasa, pero conserva 0 aumenta Su masa magra, Sin
necesariamente una pérdida correspondiente de peso corporal total). En esta realizacion, una cantidad eficaz de los
agentes antiobesidad administrada en combinacion, es una cantidad eficaz para reducir el peso corporal del sujeto
durante el ciclo del tratamiento, o0 como alternativa, una cantidad eficaz para reducir el porcentaje de masa grasa del
sujeto durante el ciclo del tratamiento. En determinadas realizaciones, la reduccion de peso corporal del sujeto
durante el ciclo del tratamiento, es de al menos aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 5 %, al menos
aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, o al menos aproximadamente 20 %. Como alternativa,
durante el ciclo del tratamiento, el porcentaje de masa grasa del sujeto se reduce, al menos el 1 %, al menos el 5 %,
al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, o al menos el 25 %.

En otros aspectos de la divulgacién, se proporcionan métodos para reducir la ingesta de alimento, reducir la
disponibilidad de nutrientes, causar la pérdida de peso, influir en la composicion corporal y alterar el contenido
energético o aumentar el gasto energético corporal, tratar diabetes mellitus y mejorar el perfil lipidico (incluyendo la
reduccion de colesterol LDL y los niveles de triglicéridos y/o cambiar los niveles de colesterol HDL), comprendiendo
los métodos administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un polipéptido hibrido de la invencion. En una realizacion
preferida, los métodos de la divulgacién se usan para tratar o prevenir afecciones o trastornos que pueden aliviarse
reduciendo la disponibilidad de nutrientes en un sujeto que lo necesite, que comprenden administrar a dicho sujeto
una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un polipéptido hibrido de la invencién. Dichas afecciones y
trastornos incluyen, pero sin limitacion, hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, trastornos de
alimentacion, insulinorresistencia, obesidad y diabetes mellitus de cualquier tipo. En una realizacién, dichos hibridos
contienen una parte de exendina, PYY, GLP1, amilina y/o sCT.

Sin pretender limitarse a la teoria, se piensa que los efectos de los polipéptidos hibridos de la presente invencién,
administrados por via periférica, en la reduccion de la ingesta de alimento, en el retraso del vaciado gastrico, en la
reduccion de la disponibilidad de nutrientes y en ocasionar pérdida de peso, se determinan mediante interacciones
con una o mas clases de receptores Unicos en, o similares a los de, la familia de PP. Mas particularmente, parece
gue intervienen uno o mas receptores similares a los receptores preferentes de PYY (o Y7).

De particular interés como hibridos contra la obesidad, reduccién de alimento, aumento de la tasa metabdlica y
reduccion de grasa corporal y/o redistribucién de grasa son los que tienen al menos uno, preferentemente dos
componentes, que actdan sobre el SNC. Se han identificado areas particulares del prosencéfalo (constituyentes
telencefalicos y diencefalicos derivados del cerebro) y del rombencéfalo o tronco cerebral (incluyendo el
mesencéfalo, el puente y la médula) como que estan implicadas en el control del equilibrio energético. Las
estructuras prosencefalicas o nicleos que residen en el hipotalamo implicados en la ingesta de alimento y/o en la
modulacién de peso corporal incluyen, por ejemplo, el nicleo arqueado (ARC), el nucleo paraventricular (PVN), el
hipotalamo dorsomedial (DMH), el nticleo ventromedial (VMH) y el ndcleo hipotalamico lateral (LHA). Las estructuras
rombencefalicas o nucleos que residen en el tronco cerebral implicados en la ingesta de alimento y/o en la
modulacion de peso corporal incluyen, por ejemplo, el nicleo del tracto solitario (NST), el area postrema (AP), y el
ndcleo parabranquial lateral (IPBN). Los nucleos del tronco cerebral que controlan los elementos del sistema de
control motor consumidor estan probablemente controlados por proyecciones de orden primario o secundario de
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regiones del tronco cerebral como el NST, el AP y el IPBN. Cabe destacar que el AP, el NST y el IPBN han
demostrado poseer (en su conjunto e independientemente) sus propias habilidades integrativas.

Una variedad de agentes antiobesidad dirigidos al SNC actlan sobre estas estructuras prosencefalicas que residen
en el hipotdlamo implicadas en la modulacién de la ingesta de alimento y/o peso corporal. Ademas, los agentes
antiobesidad dirigidos al SNC acttan sobre estructuras rombencefélicas que residen en el tronco cerebral implicadas
en una modulacién de la ingesta de alimento y/o peso corporal. En el presente documento se describen ejemplos de
dichos agentes antiobesidad. Véase la tabla a continuacién para ejemplos adicionales de médulos de la familia de
péptidos que pueden combinarse para formar un hibrido como agente antiobesidad y que pueden combinarse para
formar un hibrido antiobesidad con actividad sobre tanto en el prosencéfalo como en el rombencéfalo. Dichos
componentes incluyen, por ejemplo, antagonistas de receptores del neuropéptido Y1 (NPY1), antagonistas del
receptor del NPY5, leptina y agonistas de leptina, el factor neurotréfico ciliar (CNTF) y agonistas del CNTF, el
péptido YY (PYY) y agonistas del PYY, exendina y agonistas de exendina, GLP-1 y agonistas de GLP-1, ghrelina 'y
antagonistas de ghrelina, colecistoquinina (CCK) y agonistas de CCK, y amilina y agonistas de amilina, incluyendo
los descritos en el presente documento. Adicionalmente los componentes de la familia de péptidos y orientaciones
clinicas pueden encontrarse en la solicitud de patente relacionada PCT/US06/17529 del solicitante.

Dianas individuales antiobesidad y localizacion

Sistema de Region del SNC Funcion sobre la Ingesta Agentes anti obesidad
sefializacion de Alimento
Neuropéptido Y | Prosencéfalo Aumenta la ingesta NPY1 y antagonistas del receptor de
(NPY) (ARC/PVN) NPY5
Leptina Prosencéfalo Disminuye la ingesta Leptina, o agonistas
(ARC)
Factor  neurotrofico | Prosencéfalo Disminuye la ingesta CNTF
ciliar (CNTF) (ARC)
Péptido YY (PYY) Prosencéfalo Disminuye la ingesta Agonistas de PYY(3-36)
(ARC)
Péptido 1 similar a | Prosencéfalo (PVN) | Disminuye la ingesta Exenatida y otros ligandos de GLP-
glucagoén (GLP-1) 1, inhibidores de DPP-IV
Ghrelina Prosencéfalo Aumenta la ingesta Antagonistas de Ghrelina
(ARC)
Colecistoquinina Rombencéfalo (AP) | Disminuye la ingesta Agonistas de CCK
(CCK)
Amilina Rombencéfalo (AP) | Disminuye la ingesta Agonistas de amilina, pramlintida,
analogos de amilina
Melanocortinas (MC) Prosencéfalo Disminuciéon de ingesta | Agonistas de MC4
(PVN/ARC) por agonistas

En determinadas realizaciones, el hibrido es un agente antiobesidad que puede incluir uno o mas componentes de la
familia de péptidos que actian mas predominantemente en el prosencéfalo. En otras realizaciones, el hibrido es un
agente antiobesidad que puede incluir uno 0 mas agentes antiobesidad que actian predominantemente en el
rombencéfalo. Las familias ejemplares de péptidos y componentes son un antagonista del receptor de NPY1, un
antagonista del receptor de NPY5, una leptina o un agonista o analogo de leptina, un CNTF, un agonista del receptor
de NPY2 (por ejemplo, un PYY(3-36) o un agonista de PYY(3-36)), una exendina o un agonista o analogo de
exendina, un GLP-1 o un agonista o analogo de GLP-1, un antagonista de ghrelina, una CCK o un agonista o
analogo de CCK y una amilina o un agonista o analogo de amilina.

En determinadas realizaciones, el hibrido y el método para su uso incluyen un primer componente que se dirige
predominantemente a los centros de equilibrio de energia del hipotadlamo, tal como el ARC, PVN, VM y LH. En una
realizacién, el hibrido contiene uno 0 mas componentes distintos de la familia de péptidos que también se dirige al
hipotalamo pero a una localizaciéon diferente o mediante un mecanismo de accién diferente al del primer
componente. Cuando el hibrido contiene méas de un componente distinto de la familia de péptidos y este también se
dirige al hipotadlamo, el mas de un componente distinto de la familia de péptidos puede dirigirse a la misma
localizacién mediante el mismo mecanismo de accién que cada uno de los otros, o puede dirigirse a diferentes
localizaciones y/o por diferentes mecanismos de accion. En otra realizacion, el hibrido contiene por tanto uno o mas
componentes distintos de la familia de péptidos que proporciona uno o mas efectos terapéuticos beneficiosos
adicionales, segln se desee, incluyendo un efecto antiobesidad, mediante una localizacién o0 mecanismo de accién
diferente al del primer componente y entre si, control de la glucemia, cardioproteccion y/o control de la hipertension.
En determinadas realizaciones, el componente de la familia de péptidos adicional es uno que se dirige
predominantemente a los centros de equilibrio de energia del rombencéfalo tal como el NST, el AP y el IPBN.

En determinadas realizaciones, el hibrido y el método para su uso incluyen un primer componente que se dirige
predominantemente a los centros de equilibrio de energia del rombencéfalo tal como el NST, el AP y el IPBN. En
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una realizacion, el hibrido contiene uno o mas componentes distintos de la familia de péptidos que también se
dirigen al hipotalamo pero a una localizacion diferente o0 mediante un mecanismo de accién diferente al del primer
componente y entre si. En otra realizacion, el hibrido contiene por tanto uno o mas componentes distintos de la
familia de péptidos que proporciona uno o mas efectos terapéuticos beneficiosos adicionales, segin se desee,
incluyendo un efecto antiobesidad mediante una localizacion o mecanismo de accion diferente al del primer
componente y entre si, control de la glucemia, cardioproteccion y/o control de la hipertension. En determinadas
realizaciones, el componente de la familia de péptidos adicional es uno que dirige predominantemente a los centros
de equilibrio de energia del hipotalamo, tal como el ARC, PVN, VM y LH.

Como de usa en el presente documento, un agente antiobesidad que “actla sobre una estructura prosencefalica
implicada en la modulacién de la ingesta de alimento y/o peso corporal”, estimula o suprime la actividad de una
region particular, por ejemplo, nicleos y/o circuitos neuronales particulares, en el prosencéfalo. Esta estimulacion o
supresion prosencefalica conduce a una reduccion en la disponibilidad de nutrientes en el organismo. Un agente
antiobesidad que “actda sobre una estructura rombencefélica implicada en la modulacién de la ingesta de alimento
y/o peso corporal”, estimula o suprime la actividad de una regién particular, por ejemplo, nucleos y/o circuitos
neuronales particulares en el rombencéfalo. Esta estimulacion o supresion rombencefalica da como resultado una
reduccion en la disponibilidad de nutrientes en el organismo.

En otro aspecto, se proporcionan métodos para reducir la masa grasa aumentando la tasa metabdlica en un sujeto,
comprendiendo los métodos administrar un hibrido antiobesidad en cantidades eficaces para reducir la masa grasa
aumentando la tasa metabolica del sujeto. La masa grasa puede expresarse como un porcentaje de la masa
corporal total. En algunos aspectos, la masa grasa se reduce al menos 1 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos
15 %, al menos 20 % o al menos 25 % durante el ciclo del tratamiento. En un aspecto, la masa magra del sujeto no
disminuye a lo largo del ciclo del tratamiento. En otro aspecto, la masa magra del sujeto se mantiene 0 aumenta
durante el ciclo del tratamiento. En otro aspecto, el sujeto tiene una dieta reducida en calorias o una dieta
restringida. Por “dieta reducida en calorias” se entiende que el sujeto ingiere menos calorias al dia en comparacion
con la dieta normal del mismo sujeto. En un ejemplo, el sujeto consume al menos 50 calorias menos al dia. En otros
casos, el sujeto consume al menos 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 calorias menos al
dia.

En una realizacion, se proporcionan métodos para su uso en la alteracion de la distribucion de grasa, reduccion de
masa grasa 0 ambas cosas. Por consiguiente, los sujetos para los que la alteracién de la composicion corporal es
beneficiosa también pueden beneficiarse de los métodos de la presente invencién. La composicion corporal alterada,
como se entiende en el presente documento, incluye la pérdida o mantenimiento de grasa corporal, con
minimizacion de pérdida, mantenimiento o ganancia de masa corporal magra. En dichas situaciones, el peso puede
aumentar asi como disminuir. Por consiguiente, los sujetos pueden ser delgados, pueden tener sobrepeso, o ser
obesos, segln se usan generalmente estos términos en la técnica. Los métodos proporcionados también pueden
incluir reduccién de grasa en tejido no adiposo a pesar de que una escasa masa magra. Los usos de este método
incluyen el tratamiento de enfermedades tales como esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) o lipodistrofia.

En una realizacion, se proporciona un método para alterar la distribuciéon de grasas en un sujeto, comprendiendo el
método administrar un hibrido antiobesidad en cantidades eficaces para alterar la distribucién de grasas en el sujeto.
En un aspecto, la alteracion es el resultado de un metabolismo aumentado de grasa visceral o ectépica, o de ambas,
en el sujeto. Por “distribuciéon de grasas” se entiende la localizacion de depésitos de grasa en el organismo. Dichas
localizaciones de depdsitos de grasa incluyen, por ejemplo, depoésitos de grasa subcutanea, visceral y ectépica. Por
“grasa subcutanea” se entiende el deposito de lipidos que hay justo debajo de la superficie de la piel. La cantidad de
grasa subcutanea en un sujeto puede medirse usando cualquier método disponible para medir la grasa subcutanea.
En la técnica se conocen métodos para medir la grasa subcutanea, por ejemplo, los descritos en la Patente de
Estados Unidos N° 6.530.886.

Por “almacenamiento de grasa ectopica” se entiende depdsitos lipidicos dentro y alrededor de tejidos y 6rganos que
constituyen la masa corporal magra (por ejemplo, musculo esquelético, corazén, higado, pancreas, rifiones, vasos
sanguineos). Generalmente, el almacenamiento de grasa ectopica es una acumulacion de lipidos fuera de los
depdsitos de tejido adiposo clasicos en el organismo. Por “grasa visceral” se entiende el depdsito de grasa como
tejido adiposo intraabdominal. La grasa visceral rodea los 6rganos vitales y puede metabolizarla el higado para
producir colesterolemia. La grasa visceral se ha asociado con un riesgo aumentado de afecciones tal como
sindrome del ovario poliquistico, sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares. En algunas realizaciones,
el método implica el metabolismo de grasa visceral o ectopica, o ambas, a una tasa de al menos aproximadamente 5
%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 % o 50 % mayor que para la grasa subcutanea. En un aspecto, los métodos
dan como resultado una distribucién de grasas favorable. En una realizacion, la distribucién de grasas favorable es
una proporcién aumentada de grasa subcutanea con respecto a grasa visceral, grasa ectépica o ambas. En un
aspecto, el método implica un aumento de la masa corporal magra, por ejemplo, como resultado de un aumento de
la masa de células musculares.

En otra realizacion, se proporcionan métodos para reducir la cantidad de grasa subcutanea en un sujeto, en el que el
método comprende administrar, a un sujeto que lo necesite, un hibrido antiobesidad en cantidades eficaces para
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reducir la cantidad de grasa subcutanea en el sujeto. En un caso, la cantidad de grasa subcutanea se reduce en un
sujeto al menos aproximadamente un 5 %. En otros casos, la cantidad de grasa subcutanea se reduce al menos
aproximadamente un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 % 40 % o 50 % en comparacion con el sujeto antes de la
administracion del hibrido antiobesidad.

Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para reducir la cantidad de grasa visceral en un
sujeto. En un caso, la grasa visceral se reduce en un sujeto al menos aproximadamente un 5 %. En otros casos, la
grasa visceral se reduce en el sujeto al menos aproximadamente un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 % 40 % o0 50 % en
comparacion con el sujeto antes de la administracion del hibrido antiobesidad. La grasa visceral puede medirse con
cualquier medio disponible para determinar la cantidad de grasa visceral en un sujeto. Dichos métodos incluyen, por
ejemplo, tomografia abdominal mediante tomografia axial computerizada (CT) o imagen por resonancia magnética
nuclear (MRI). Otros métodos para determinar la grasa visceral se describen, por ejemplo, en las Patentes de
Estados Unidos N° 6.864.415, 6.850.797 y 6.487.445.

En una realizacion, se proporciona un método para prevenir la acumulacion de grasa ectépica o reducir la cantidad
de grasa ectopica en un sujeto, en el que el método comprende administrar, a un sujeto que lo necesite, un hibrido
antiobesidad en cantidades eficaces para prevenir la acumulacion de grasa ectépica o para reducir la cantidad de
grasa ectopica en el sujeto. En un caso, la cantidad de grasa ectopica se reduce en un sujeto al menos
aproximadamente un 5 % en comparacion con el sujeto antes de la administracion del hibrido antiobesidad. En otros
casos, la cantidad de grasa ectépica se reduce en un sujeto al menos aproximadamente un 10 %, o al menos
aproximadamente un 15 %, 20 %, 25 %, 30 % 40 % o 50 %. Como alternativa, la cantidad de grasa ectdpica se
reduce proporcionalmente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 100 % en
comparacion con la grasa subcutanea en un sujeto. La grasa ectopica puede medirse en un sujeto usando cualquier
método disponible para medir grasa ectopica.

En otra realizacién, se proporcionan métodos para producir una distribucién de grasas mas favorable en un sujeto,
en el que el método comprende administrar a un sujeto un hibrido que sea eficaz como un agente antiobesidad en
una cantidad eficaz para producir una distribuciéon de grasas favorable. En una realizacion, la administracion de un
hibrido antiobesidad reduce la cantidad de grasa visceral o grasa ectopica, o ambas, en un sujeto. En una
realizacién se administra un hibrido antiobesidad que comprende al menos un modulo de una familia que actia
sobre estructuras prosencefalicas implicadas en la modulacion de la ingesta de alimento o peso corporal, o0 ambas,
en combinacién con al menos un médulo de una familia que actla sobre estructuras rombencefalicas implicadas en
la modulacién de la ingesta de alimento o peso corporal, 0 ambas. En una realizacién, los métodos reducen
preferentemente la cantidad de grasa visceral o ectépica, 0 una combinaciéon de ambas, sobre la reduccién de grasa
subcutanea. Dichos métodos dan como resultado una mayor proporcion de grasa subcutanea con respecto a grasa
visceral o grasa ectopica. Dichas proporciones mejoradas pueden dar como resultado un riesgo reducido del
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sindrome del ovario poliquistico, sindrome metabdlico, o cualquiera
de las combinaciones de los mismos. En una realizacién, la grasa ectdpica o visceral se metaboliza a una tasa
mayor del 5 % que la grasa subcutdnea. En otras realizaciones, la grasa ectopica o visceral se metaboliza a una
tasa mayor de al menos 10 % 15 %, 20 %, 25 %, 30 % 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % que la grasa
subcuténea.

De particular interés para los tratamientos relacionados con la antiobesidad, peso corporal y composicion de grasas,
como se analiza en el presente documento, son los hibridos que contienen médulos de la familia de la amilina (por
ejemplo, una quimera de amilina-sCT-amilina), leptina y/o PPF (por ejemplo, analogos de PYY o una quimera de
PPY/NPY). Por ejemplo, un médulo de la familia de la amilina puede unirse a un médulo de la familia de la leptina y
administrarse en solitario, o en una realizacién adicional, administrarse en combinacion (por ejemplo, por separado o
mezclados entre si) con un compuesto de la familia de PPF. En otra realizacion, el hibrido contiene una combinacion
de leptina-PPF que se administra en solitario o0 en combinacion con un compuesto de la familia de la amilina. En otra
realizacién, el hibrido contiene una combinacién de amilina-PPF que se administra en solitario o en combinacién con
un compuesto de la familia de la leptina. Incluso en otra realizacién adicional un hibrido contiene los médulos de las
tres familias de péptidos. Por ejemplo, puede proporcionarse un hibrido de amilina-PPF en una solucién estéril,
farmacéuticamente aceptable, que después se use para disolver un compuesto de la familia de la leptina liofilizado o
en polvo, como en un sistema de administracion de doble camara.

En otro aspecto aln, se proporciona un método para la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de
un hibrido eficaz como un agente antiobesidad administrado en combinacién con glucocorticosteroides. Los
glucocorticosteroides tienen el efecto adverso de aumentar la masa grasa y disminuir la masa magra. Por
consiguiente, se contempla que la combinacion con el agente antiobesidad pueda usarse junto con
glucocorticosteroides en condiciones en las que el uso de los glucocorticoesteroides es beneficioso para
contrarrestar el efecto adverso del glucocorticosteroide.

Adicionalmente, en cuanto a la hipolipemia, los hibridos de la invencién se usan para disminuir los niveles de lipidos
en sangre, tales como, los triglicéridos, el colesterol total, el colesterol LDL y el colesterol VLDL, y proporcionan un
perfil lipidico mas beneficioso en sujetos que requieren dicho tratamiento. Por consiguiente, en una realizaciéon se
proporciona un método para disminuir en sangre los triglicéridos, el colesterol total, el colesterol LDL, el colesterol
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VLDL o cualquier combinacién de los mismos, que comprende administrar al sujeto que lo necesite un hibrido
hipolipemiante. En una realizacién adicional, el hibrido hipolipemiante puede contener un componente de la familia
de la exendina (incretina), un componente de la familia de la amilina, un componente de la familia de PPF o PYY
(NPY) o con cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion del método, el lipido a reducir son triglicéridos
en plasma. En otra es colesterol total en plasma. En otra es colesterol LDL. En otra es colesterol VLDL. El hibrido
puede mantener o reducir, de un modo agudo y/o cronico eficaz, los niveles de lipidos en ayunas y/o reducir las
oscilaciones lipidicas postprandiales (particularmente triglicéridos). El paciente que necesite dicho tratamiento puede
tener niveles de triglicéridos elevados, colesterol LDL elevado, colesterol VLDL elevado o cualquier combinacion de
los mismos. Dichos pacientes pueden incluir aquellos que, de otra manera, parecen normales, tienen diabetes o son
prediabéticos, tienen obesidad, tienen una enfermedad o afeccién relacionada con lipidos, tal como dislipidemia,
hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia, y/o que tienen una enfermedad cardiovascular. Este efecto de los hibridos
es beneficioso en la reduccion del riesgo cardiaco y ateroesclerético en pacientes de alto riesgo, por ejemplo,
aquellos que estan genéticamente predispuestos, que son obesos, diabéticos etc. Por tanto, el paciente puede ser
un paciente que padece aterosclerosis con niveles de lipidos o colesterol elevados. El presente método proporciona
un método para reducir las oscilaciones de triglicéridos postpandriales, reducir los niveles de lipidos en la
circulacion, tratar la dislipidemia, mejorar el perfil lipidico en la circulacion, tratar la hipertrigliceridemia, tratar la
hipercolesterolemia, y/o reducir las concentraciones de triglicéridos postprandiales en un sujeto, que comprende
administrar, al sujeto que necesite dicho tratamiento, una cantidad eficaz de un hibrido de la invencién. Como se usa
en el presente documento, “perfil lipidico” significa el equilibrio, la proporcion o la concentracion real de lipidos en la
circulacion, incluyendo niveles de triglicéridos, LDL, HDL, colesterol, etc. En un aspecto preferido, los métodos de la
divulgacion son utiles para disminuir los niveles de triglicéridos en un paciente, que comprenden administrar una
cantidad eficaz de una amilina o agonista de amilina. Los niveles globales de lipidos o triglicéridos pueden reducirse
con este método, por ejemplo, niveles en ayunas, niveles maximos postprandiales y oscilaciones del nivel global de
lipidosftriglicéridos postpandriales (por ejemplo, medido por el area bajo la curva (ABC) del aumento de triglicéridos
postpandriales en comparacion con el aumento en un estado no tratado con un agonista de amilina). Las mediciones
individuales clinicamente relevantes, tales como los niveles de lipidos en ayunas (incluyendo triglicéridos, colesterol,
HDL y LDL, etc.) y los niveles lipidicos postpandriales (por ejemplo, triglicéridos) también se reducen con los
métodos de la invencion. Los pacientes que tienen dislipidemia o niveles lipidicos alterados en comparacion con los
normales, pueden tratarse con la administracion de amilina o de agonistas de amilina. Los pacientes diabéticos y
obesos, asi como los que estan genéticamente predispuestos a dislipidemia o a enfermedad cardiovascular, son
particularmente idéneos para recibir tratamiento con los métodos de la invencién. Como se usa en el presente
documento, “tratar niveles de triglicéridos elevados en un paciente” significa prevenir un aumento en aquellos niveles
0 causar una reduccion en aquellos niveles con respecto al nivel antes del tratamiento. Como se usa en el presente
documento, “reducir las oscilaciones de triglicéridos postpandriales” significa reducir tanto la concentracién maxima
como el area bajo la curva de la concentracion de triglicéridos total que se observa en pacientes después una
comida. Esto significara tipicamente disminuir el area bajo la curva total de un gréafico tal como el proporcionado en
las figuras 2-4 una hora después de una comida. Como se usa en el presente documento “reducir los niveles de
lipidos en circulaciéon” en un paciente significa disminuir la cantidad medible de lipidos en sangre con respecto al
nivel antes del tratamiento. Como se usa en el presente documento, “tratar la dislipidemia” significa mejorar o
reestablecer a un nivel, la proporcién, perfil o equilibrio mas préximo al médicamente definido como normal y/o sano
de cualquiera o de todos los parametros lipidicos o lipoproteicos clinicamente medibles. Esto incluye, pero sin
limitacion, niveles de triglicéridos, LDL, HDL, IDL, VLDL, colesterol total, apolipoproteinas, etc. Como se usa en el
presente documento, “mejorar el perfil lipido en circulacion en un paciente” significa producir un cambio en la
concentracién de uno o mas lipidos encontrados en la sangre para cambiar el contenido de lipidos en sangre total
del paciente a un estado preferido. Esto puede incluir también modificar la distribucion de lipidos sobre distintas
fracciones de lipoproteinas, sin cambiar el contenido/concentracion global de los lipidos en circulacion. Como se usa
en el presente documento, “tratamiento de la hipertrigliceridemia” en un paciente significa causar una disminucién en
la concentracion de triglicéridos encontrada en la sangre de un paciente a uno o mas tiempos relevantes, por
ejemplo, en ayunas o postprandial. Como se usa en el presente documento, “reducir los triglicéridos postprandiales
en la circulacién” en un paciente” significa disminuir la cantidad medible de triglicéridos en la circulacion después de
una comida (por ejemplo, en el periodo de aproximadamente 4-6 horas después de la comida) con respecto al nivel
de dichos lipidos observado postprandialmente en el paciente antes o sin tratamiento para una comida similar.

Los hibridos y las quimeras de PYY de la divulgacién pueden usarse con otros farmacos hipolipemiantes. Los
farmacos hipolipemiantes incluyen cualquier compuesto que pueda reducir los niveles lipidicos en plasma. Los
farmacos hipolipemiantes ejemplares incluyen, pero sin limitacién, una estatina, tal como atorvastatina, lovastatina,
pravastatina, simvastatina, fluvastatina, cerivastatina, o rosuvastatina; un aglutinante de acidos biliares tal como
colestiramina o colestipol; un agonista de receptores activados por proliferadores de peroxixomas (PPAR) tal como
tesaglitazar, Vitamina E; un inhibidor de proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) tal como
ezetimibe, JTT-705 y Torcetrapib.

Ensayos adicionales Utiles para la invencion incluyen los que pueden determinar el efecto de los compuestos
hibridos sobre la composicion corporal. Un ensayo ejemplar puede ser uno que implique la utilizacion de un modelo
de raton obeso inducido con dieta (OID) para enfermedades metabdlicas. Antes del periodo de tratamiento, ratones
macho C57BL/6J pueden alimentarse con una dieta con alto contenido en grasa (N° D12331, 58 % de calorias de
grasa; Research Diets, Inc.,) durante 6 semanas comenzando a las 4 semanas de vida. Durante el estudio, los
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ratones pueden continuar alimentandose con la dieta de alto contenido en grasa. Puede proporcionarse agua a
voluntad durante todo el estudio. Un grupo de ratones no obesos de edad similar puede alimentarse con una dieta
con bajo contenido en grasa (N° D12329, 11 % de calorias de grasa) con la intenciébn de comparar parametros
metabdlicos con los grupos OID.

A los ratones OID se les puede implantar bombas osmoéticas subcutaneas (SC) intraescapulares para administrar o
vehiculo (dimetilsulféxido (DMSO) al 50 % en agua) o un compuesto de la invencion. Las bombas del ultimo grupo
pueden ajustarse para suministrar cualquier cantidad, por ejemplo, 1000 pg/kg/dia de un compuesto de la invencion
durante 7-28 dias.

Los pesos corporales y la ingesta de alimento pueden medirse durante intervalos regulares a lo largo de los periodos
del estudio. El cociente respiratorio (CR, definido como la produccion de CO; + consumo de O,) y la tasa metabdlica
pueden determinarse usando calorimetria indirecta de todo el animal (Oxymax, Columbus Instruments, Columbus,
OH). Los ratones pueden someterse a eutanasia con una sobredosis de isoflurano, y se mide un indice de
adiposidad (peso de paniculo adiposo epididimal bilateral). Ademas, antes de la determinacion del peso epididimal,
la composicién corporal (masa magra, masa grasa) de cada raton puede analizarse usando un instrumento de
Absorciometria de rayos X de Doble Energia (DEXA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Lunar Piximus,
GE Imaging System). En los métodos de la divulgacion, el polipéptido hibrido preferido de la invencién es aquel que,
en uno de los ensayos descritos en el presente documento (preferentemente, ensayos de ingesta de alimento,
vaciado gastrico, secrecion pancreatica, reduccion de peso o de composicion corporal) tiene una fuerza que es
mayor que la fuerza de una hormona peptidica componente en ese mismo ensayo.

Ademas de mejorar la hipertension en sujetos que lo necesiten como resultado de una ingesta de alimento reducida,
pérdida de peso o tratamiento de la obesidad, los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar la
hipotension.

Los compuestos de la invencién también pueden ser Utiles para potenciar, inducir, mejorar o reestablecer la
sensibilidad a la glucosa en las células pancreaticas o en los islotes pancreaticos. Estas acciones pueden ser Utiles
para tratar o prevenir afecciones asociadas con trastornos metabdlicos tales como los descritos anteriormente y en
la solicitud de patente de Estados Unidos n°® US20040228846. En la técnica se conocen ensayos para determinar
dicha actividad. Por ejemplo, en la solicitud de patente de Estados Unidos publicada n® US20040228846, se
describen ensayos para aislar y cultivar islotes, asi como para determinar la maduracion de islotes fetales. En los
ejemplos de la solicitud de patente US20040228846, se adquirieron péptidos hormonales derivados de intestino que
incluian polipéptido pancreéatico (PP), neuropéptido Y (NPY), neuropéptido K (NPK), PYY, secretina, péptido 1
similar a glucagén (GLP-1) y bombesina en Sigma. La colagenasa de tipo XI se adquirié6 en Sigma. El medio de
cultivo RPMI 1640 y el suero bovino fetal se adquirieron en Gibco. Un kit de radioinmunoensayo que contenia
anticuerpo anti-insulina (kit [*°I]-RIA) se adquiri6 en Linco, St Louis.

Se obtuvieron islotes de ratas posparto de ratas de P-02 afios de vida. Los islotes de rata adulta se obtuvieron de
ratas de 6-8 semanas de vida. Los islotes fetales de rata se obtuvieron de la siguiente manera. Ratas hembra
gestantes se sacrificaron el dia E21 de gestacion. Los fetos se extirparon del Gtero. Se diseccionaron 10-14
pancreas de cada camada y se lavaron dos veces en tampdn Hanks. Los pancreas se agruparon, se suspendieron
en 6 ml de colagenasa 1 mg/ml (Tipo Xl, Sigma) y se incubaron a 37 °C durante 8-10 minutos con agitacion
constante. La digestion se detuvo afiadiendo 10 volumenes de tampdn Hanks enfriado en hielo seguido de tres
lavados con tampon Hanks. Los islotes se purificaron después mediante gradiente en Ficoll y se cultivaron en suero
bovino fetal (SBF) al 10 %/medio RPMI con o sin adicién de IBMX 1 uM. Transcurridos cinco dias, se escogieron 20
islotes manualmente en cada tubo y se sometieron a ensayo para determinar la liberacién de insulina estatica.
Generalmente, primero se lavaron los islotes con tampén KRP y después se incubaron con 1 ml de tampén KRP que
contenia glucosa 3 mM (inferior) durante 30 minutos a 37 °C con agitacién constante. Después de recoger el
sobrenadante, los islotes se incubaron con glucosa 17 mM (superior) durante una hora a 37 °C. La insulina liberada
de la estimulacion de glucosa inferior o superior se ensayé mediante radioinmunoensayo (RIA) usando el kit [125I]-
RIA. Los islotes fetales E21 se cultivaron durante 5 dias en presencia de PYY, PP, CCK, NPK, NPY, Secretina, GLP-
1 o Bombesina 200 ng/ml.

También se proporciona un ensayo ejemplar in vivo usando ratas macho Zucker Diabetic Fatty (ZDF), un modelo
endogamico de rata (>F30 Generaciones) que expresa espontaneamente diabetes en todos los machos fa/fa
alimentados con una dieta estandar para roedores Purina 5008. En los machos ZDF fa-fa, la hiperglucemia
comienza a desarrollarse sobre las siete semanas de vida y los niveles de glucosa (con alimento) tipicamente
alcanzan 500 mg/DL a las 10 a 11 semanas de vida. Los niveles de insulina (con alimento) son altos durante el
desarrollo de la diabetes. Sin embargo, a las 19 semanas de vida la insulina desciende a aproximadamente el nivel
de miembros de control delgados de la misma camada. Los niveles de triglicéridos y de colesterol de las ratas
obesas son normalmente mas altos que los de las ratas delgadas. En este ensayo, tres grupos de ratas ZDF de 7
semanas de vida, con 6 ratas por grupo, recibieron el tratamiento por infusion mediante una bomba ALZA durante 14
dias: 1) control con vehiculo, 2) y 3), PYY con dos dosis diferentes, 100 pmol/kg/h y 500 pmol/kg/h respectivamente.
Se tomaron cuatro mediciones antes de la infusion y después de la infusion los dias 7 y dia 14: 1) nivel de glucosa
en plasma, 2) nivel de insulina en plasma y 3) nivel de triglicéridos (TG) en plasma, asi como un ensayo oral de
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tolerancia a glucosa (EOTT). Por consiguiente, estos ensayos pueden usarse con los compuestos de la invencion
para ensayar la actividad deseada.

Otros usos contemplados de los polipéptidos hibridos incluyen métodos para reducir las concentraciones de aluminio
(Al) en el sistema nervioso central (véase la Patente de Estados Unidos 6.734.166, incorporada por referencia en su
totalidad) para el tratamiento, prevencién o retraso de la aparicion de la enfermedad de Alzheimer. En la técnica se
conocen ensayos para determinar los efectos de Al y pueden encontrarse en la Patente de Estados Unidos
6.734.166 usando ratones diploides y Ts. Estos ratones se instalaron individualmente en jaulas de ensayo de
metabolismo de la marca Nalgene® o de polipropileno y antes de realizar el experimento de dejaron aclimatarse a
las jaulas durante tres dias. Durante el experimento los ratones tuvieron acceso libre al alimento (LabDiet® NIH Rat
and Moust/Auto 6F5K52, St. Louis, Mo.) y al agua excepto durante las 16 horas antes de realizar la eutanasia que
no se proporciond alimento. A los ratones recibieron diariamente inyecciones subcutaneas bien del compuesto activo
o de solucién salina. En un experimento, los ratones se sacrificaron al final del dia 13 y en otro experimento el dia 3,
y se recogieron las muestras. Las muestras de cerebro de ratén se pesaron en bolsas de tefléon transparente y se
prepararon para su andlisis por digestién con microondas en acido nitrico de calidad de bajo contenido en elementos
traza. Después se analizé el contenido de Al de las muestras usando Espectrometria de Masas con Plasma
Inductivamente Acoplado (Nuttall et al., Annals of Clinical and Laboratory Science 25, 3, 264-271 (1995)). La
manipulaciéon de todos los tejidos durante el andlisis se realizé en un entorno aséptico utilizando sistemas de
filtracion de aire HEPA para minimizar la contaminacion de fondo. Los hibridos de la invencién son utiles para la
prevencion y el tratamiento de nefropatia, incluyendo nefropatia hipertensiva y diabética, y nefropatia asociada con
insulinorresistencia y sindrome metabdlico. Los hibridos consiguen estas finalidades, entre otras cosas, mejorando o
previniendo el empeoramiento de hipertension, funcion endotelial, funcion renal y glomeruloesclerosis. En una
realizacién, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar la nefropatia, incluyendo nefropatia
hipertensiva y diabética, o la relacionada con la insulinorresistencia, que comprende administrar un compuesto de la
invencion. Los hibridos también se usan para mejorar la funcién endotelial en un paciente que tiene capacidad
vasodilatadora reducida, o que tiene glomeruloesclerosis o cualquier otra reduccion en el flujo glomerular. Dicha
mejora en la funcion endotelial sirve tanto para reducir la hipertension como para mejorar la funcién de los capilares
de los glomérulos. En realizaciones adicionales, las moléculas de la invencion son Utiles para prevenir la progresion
de nefropatia a ERT (enfermedad renal terminal), para prevenir, reducir la progresion de, tratar o mejorar la
proteinuria y/o glomeruloesclerosis. Los hibridos son Utiles para reducir el riesgo de padecer, prevenir o tratar
arritmias cardiacas. Los hibridos pueden proporcionar efectos antiarritmicos en pacientes con isquemia cardiaca,
isquemia cardiaca - reperfusion e insuficiencia cardiaca congestiva. Por ejemplo, se ha descubierto que el GLP-1
reduce la lesién cardiaca y potencia la recuperacion en pacientes con estos trastornos. Las incretinas, incluyendo el
GLP-1, son hormonas insulinotropicas dependientes de glucosa. El GLP-1 y la exendina potencian eficazmente la
captacién de glucosa periférica sin inducir hipoglucemia peligrosa También suprimen fuertemente la secrecion de
glucagén, independiente de su accion insulinotrépica, y por lo tanto reducen poderosamente los niveles de acidos
grasos libres (AGL) en plasma sustancialmente mas que lo que puede conseguirse con la insulina. Los niveles altos
de AGL se han implicado como un mecanismo téxico principal durante la isquemia miocardica. En otra realizacién,
los hibridos son Utiles para prevenir y tratar las arritmias cardiacas al reducir de un modo fiable las lesiones
asociadas con reperfusion e isquemia y aumentar la recuperacion del paciente. En una realizacion adicional mas el
tratamiento con el hibrido después de ictus agudo o hemorragia, preferentemente por administraciéon intravenosa,
proporciona un medio para optimizar la secrecidon de insulina, aumentar el anabolismo del cerebro, potenciar la
eficacia de la insulina suprimiendo el glucagén y manteniendo la euglucemia o hipoglucemia leve sin riesgo de
hipoglucemia grave u otros efectos secundarios adversos. En una realizacién dichos hibridos contienen una parte de
GLP-1 o exendina. En una realizacion adicional, un médulo de la familia de GLP1 o de exendina se combina con un
moédulo de péptidos de la familia de natriuréticos, péptidos de la familia de la amilina, péptidos de la familia de la
urocortina para obtener un tratamiento potenciado o para la prevencion de afecciones o enfermedades
cardiovasculares incluyendo ICC, como se describe en el presente documento.

La insuficiencia cardiaca congestiva es una de las causas mas significativas de morbidez y mortalidad en paises
desarrollados. Se produce como una manifestacion tardia en diversas enfermedades cardiovasculares
caracterizadas por pérdida de masa contractil y/o por sobrecarga de volumen o presion (Fortuno, Hypertension 38:
1406-1412 (2001)). Numerosos estudios han propuesto que la remodelacion cardiaca es un determinante principal
del ciclo clinico de la ICC, independientemente de su etiologia (Fedak, Cardiovascular Pathology 14: 1-11 (2005)).
La remodelacion cardiaca es por tanto una diana atractiva para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.
Asi pues, se desean agentes que actlan para prevenir o disminuir la remodelaciéon cardiaca. De hecho, la
bibliografia ha identificado una necesidad de moléculas que puedan atenuar la remodelacién cardiaca (Fortuno,
Hypertension 38: 1406-1412 (2001)). Informes bibliograficos indican que la atenuacién de la remodelacién ventricular
también mejora la supervivencia después de lesién miocardica, aunque se han asociado tratamientos que empeoran
la remodelacién con resultados paupérrimos, incluso cuando mejoran la funcién sistélica (Véase, Somasundaram,
Med. Clin. N. Am., 88: 1193-1207 (2004)).

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan métodos para tratar enfermedades cardiovasculares,
en una realizacién, insuficiencia cardiaca, aguda o crénica, en otra realizacién infarto de miocardio, en otra
realizacién insuficiencia cardiaca isquémica e incluso en otra realizacién insuficiencia cardiaca congestiva. En una
realizacién este tratamiento se proporciona previniendo o mejorando la lesion inducida por hiperglucemia al sistema
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cardiovascular. En una realizacién este tratamiento se proporciona proporcionando un efecto cardioprotector. En otra
realizacién este tratamiento se consigue con la prevencion, retraso de la aparicion de, atenuacion o mejora de la
remodelaciéon cardiaca. En general, remodelacion cardiaca se refiere a una reestructuracion o redisefio de
cualquiera de las camaras cardiacas del corazén. En una realizacién, remodelacion cardiaca se refiere a la
reestructuracion y redisefio de los ventriculos. Como se ha descrito anteriormente y sin pretender limitarse a la
teoria, la remodelacion cardiaca puede describirse como cambios genémicos después de un dafio al miocardio, con
posteriores cambios moleculares celulares e intersticiales, o que conduce a la reestructuracion y redisefio de las
camaras cardiacas. Dicha reestructuracion y redisefio pueden manifestarse clinicamente como cambios en el
tamarfio, forma y funcién del corazon. La remodelacion cardiaca puede producirse en respuesta a cualquier estimulo
0 combinacion de estimulos en el miocardio. En una realizacion, la remodelacién cardiaca es el resultado de una
lesién miocardica. Como ejemplos no limitantes, la remodelacion cardiaca puede producirse en respuesta a lesiones
miocéardicas dando como resultado infarto de miocardio, hipertension, sobrecarga de volumen (por ejemplo, de
regurgitacion adrtica), infeccion, inflamacion, diabetes, cardiomiopatia viral y cardiomiopatia idiopatica.

En un aspecto, la remodelacién cardiaca se previene, retrasa, atenta o mejora con la administracion de un hibrido
de la invencion, El hibrido puede comprender la capacidad de mejorar (potenciar) al menos uno de los siguientes
parametros cardiacos: funcién diastélica ventricular izquierda, proporcién de onda E con respecto a onda A, presion
diastélica final ventricular izquierda, rendimiento cardiaco, contractilidad cardiaca, masa ventricular izquierda,
proporcion de masa ventricular izquierda con respecto a peso corporal, volumen ventricular izquierdo, volumen
auricular izquierdo, dimensién diastdlica o dimension sistélica final ventricular izquierda, tamafio del infarto,
capacidad de ejercicio, eficacia del ejercicio o cualquier medida de funcién sistélica y/o diastélica cardiaca; o
atenuar, retrasar o prevenir la dilatacibn una camara cardiaca o un efecto dafiino de uno de los parametros
cardiacos anteriores. En una realizacion el hibrido contiene un miembro de la familia de incretina, por ejemplo,
exendina-4, que se une a GLP-1 o a un receptor de exendina. En el contexto de los métodos presentes, la
prevencion o mejora de la remodelacion cardiaca puede incluir una reduccion de la remodelacién cardiaca mediante
cualquier cantidad. En una realizacion, la prevencién o mejora de la remodelaciéon cardiaca viene acompafiada por
un riesgo reducido de insuficiencia cardiaca congestiva.

En una realizacion, la remodelacién cardiaca se mejora o reduce a una cantidad que es menor de aproximadamente
1%, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % de la cantidad de la remodelacién cardiaca
en ausencia de la administracion del hibrido. En otra realizacién, la remodelacion cardiaca puede reducirse
ligeramente, reducirse moderadamente, reducirse sustancialmente o eliminarse sustancialmente, en comparacion
con la ocurrencia de remodelacion cardiaca en ausencia de la administracion del hibrido. Como se usa en el
presente documento, una ligera reduccion de la remodelacion cardiaca se refiere a una remodelacion cardiaca que
esta disminuida aproximadamente un 25 % o menos, en comparacion con la remodelacién cardiaca en ausencia de
la administracion del hibrido. Una reduccién moderada de la remodelacién cardiaca se refiere a una remodelacion
cardiaca que esta disminuida aproximadamente un 50 % o menos, en comparacién con la remodelacion cardiaca en
ausencia de la administracion del hibrido. Una reduccién sustancial de la remodelacion cardiaca se refiere a una
remodelaciéon cardiaca que esta disminuida aproximadamente un 80 % o0 menos, en comparacion con la
remodelacion cardiaca en ausencia de la administracion del hibrido. Una eliminacion sustancial de remodelacion
cardiaca se refiere a una remodelacién cardiaca que esta disminuida aproximadamente un 80 % o mas en
comparacion con la remodelacion cardiaca en ausencia de la administracion del hibrido.

Para evaluar el grado al cual la remodelacién cardiaca se previene, mejora, atenlla o retrasa, puede emplearse
cualquier medio disponible para el experto en la técnica. Por ejemplo, la remodelacion cardiaca puede evaluarse
mediante analisis que incluyen, pero sin limitacion, examen histolégico del corazén, masa del VI, o durante la vida
del sujeto, midiendo las dimensiones de la camara y el espesor de las paredes y el movimiento, por ejemplo, por
ecocardiografia o cuantificacion de la funcién diastélica del Ventriculo Izquierdo (VI) usando la proporciéon de
velocidad maxima de la onda E y de la onda A (proporcion E/A).

En una realizacion, los sujetos que pueden beneficiarse de la administracion del hibrido para prevenir, mejorar,
atenuar o retrasar la remodelacién cardiaca puede determinarla el experto en la materia a la luz de las afecciones y
factores de riesgo relacionados con el sujeto. En una realizacion, los sujetos pueden necesitar la prevencion, mejora,
atenuacion o retraso de la remodelacion cardiaca. En otra realizacion, el sujeto puede desear prevenir, mejorar,
atenuar o retrasar la remodelacion cardiaca. Un factor de riesgo puede ser una predisposicién genética para un
corazén que se somete a remodelacién cardiaca. Las muestras y sujetos ejemplares de los métodos presentes
proporcionados en el presente documento incluyen aquellos que han padecido, que padecen o que estan en riesgo
de padecer una afeccién asociada con remodelacién cardiaca. Una afeccién asociada con remodelacion cardiaca
puede ser cualquier afeccion o trastorno en el que se sabe o se piensa que puede producirse 0 que esta en riesgo
de producirse remodelacion cardiaca. Las afecciones asociadas con remodelacion cardiaca incluyen, por ejemplo,
infarto de miocardio, inflamacion, isquemia/reperfusion, estrés oxidativo, cor pulmonar, productos finales de
glucosilacién avanzada, tension anémala de la pared cardiaca, estimulacién simpatica, miocarditis, hipertension,
cardiomiopatia viral, cardiomiopatia idiopatica, trasplante de corazén y procedimientos quirtrgicos del corazon.

Como se ha mencionado anteriormente, el hibrido puede administrarse como resultado de un suceso agudo o0 una
afeccion crénica. Tanto si se trata de un suceso agudo como de una afeccion cronica, los métodos proporcionados

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537062 T3

en el presente documento incluyen el tratamiento crénico con el hibrido. Por tanto, la duracion del tratamiento
cronico puede incluir el tiempo en el que la transcurrido el suceso y se considera que el sujeto se ha recuperado del
suceso agudo o se ha recuperado de la afeccién crénica.

La administraciéon crénica de o el tratamiento con el hibrido para la prevencién, atenuacion, retraso o mejora de la
remodelacion cardiaca puede garantizarse cuando no se identifica ningiin suceso transitorio o afeccién transitoria
particular que esté asociado con la remodelacion cardiaca. La administracion crénica incluye la administracion del
hibrido durante un periodo de tiempo continuado, pero indefinido, en base a una predisposicién general a la
remodelacién cardiaca o en base a una afeccién de predisposicién que no sea transitoria (por ejemplo, una afeccion
tal como la diabetes, que no sea transitoria puede no identificarse o no subordinarse a la eliminacion). El hibrido
puede administrarse crénicamente en los métodos proporcionados en el presente documento para prevenir la
remodelaciéon cardiaca en un sujeto que presente insuficiencia cardiaca congestiva independientemente de la
etiologia. La administracion crénica del hibrido para la prevencion o mejora de la remodelacion cardiaca también
pueden estar implicadas en diabéticos con riesgo de insuficiencia cardiaca congestiva. El hibrido también puede
administrarse en una base crénica para preservar un érgano trasplantado en individuos que han recibido un
trasplante de corazén. Cuando el hibrido se administra crénicamente, la administracién puede continuar durante un
tiempo. Sin embargo, la administracion cronica a menudo se produce durante un periodo de tiempo prolongado. Por
ejemplo, en una realizacion ejemplar, la administracién crénica continua durante 6 meses, 1 afio, 2 afios 0 mas.

En otra realizacion, los métodos desvelados en el presente documento conducen a contractilidad cardiaca mejorada.
La contractilidad cardiaca mejorada puede incluir la capacidad de los miocitos cardiacos de contraerse. Para evaluar
la mejora de la contractilidad cardiaca puede usarse cualquier modo de evaluacion. Por ejemplo, la observacion
clinica, tal como un aumento en el rendimiento cardiaco o una disminucién en la velocidad cardiaca, o ambas cosas,
puede conducir a la determinacion de contractilidad cardiaca aumentada. Como alternativa, puede evaluarse una
contractilidad aumentada in vivo del corazdn mediante una determinacion de un acortamiento fraccional aumentado
del ventriculo izquierdo. El acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo puede observarse con cualquier medio
disponible, tal como ecocardiografia. En la evaluacidon de la contractilidad cardiaca aumentada, el aumento del
acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo puede ser un aumento de cualquier cantidad en comparacién con el
acortamiento fraccional antes de la administracion del hibrido. Por ejemplo, el aumento del acortamiento puede ser
de aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 150 %, 200 % o mas de
aproximadamente 200 %.

En otro aspecto adicional, se proporciona un método para reducir o prevenir la remodelacién auricular con la
administracion del hibrido. La reduccion o prevencion de la remodelacién auricular puede evaluarse en comparacion
con la remodelacion auricular antes de la administracion del hibrido. Los efectos terapéuticos de dicha reduccion o
prevencion de la remodelacién auricular incluyen una reduccion en la fibrilacién auricular. Incluso en otro aspecto
adicional, se proporciona un método para reducir o prevenir la remodelacion ventricular con la administracion del
hibrido. La reduccién o prevencion de la remodelaciéon ventricular puede evaluarse en comparacion con la
remodelaciéon ventricular antes de la administracion del hibrido.

En un aspecto adicional, se proporcionan métodos profilacticos y terapéuticos. Se contempla el tratamiento en una
base aguda o cronica. Ademas, el tratamiento en una base aguda puede prolongarse a un tratamiento crénico, si se
indica. Se contempla el tratamiento crénico que dura mas de 2 semanas. En determinadas realizaciones, el
tratamiento crénico puede durar mas de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios, 5 afios o toda la vida. En un
aspecto, en el presente documento se proporciona un método para el tratamiento o la prevencion de una afeccién
asociada con remodelacion cardiaca en un sujeto que lo necesite. El método comprende generalmente administrar
al sujeto una cantidad del hibrido eficaz para prevenir o mejorar la remodelacién cardiaca, en la que la afeccién
asociada con la remodelacién se mejora, previene o retrasa de esta manera. Como se describe en el presente
documento, la administracién del hibrido puede efectuarse de cualquier manera, incluyendo con otros agentes que
proporcionen beneficio cardiovascular.

Incluso en otra realizacién, los métodos proporcionados en el presente documento comprenden adicionalmente la
identificacion de un sujeto que necesite el tratamiento. Puede usarse cualquier criterio eficaz para determinar que un
sujeto puede beneficiarse de la administracion del hibrido. Los métodos para el diagnéstico de la enfermedad
cardiaca y/o diabetes, por ejemplo, asi como los procedimientos para la identificacion de individuos que estan en
riesgo de desarrollar estas afecciones, son muy conocidos en la técnica. Dichos procedimientos pueden incluir
ensayos clinicos, exploracion fisica, entrevistas personales y valoracién del historial familiar.

En una realizacion adicional mas los hibridos que pueden disminuir la insulinorresistencia o aumentar la sensibilidad
a la insulina son utiles para tratar el sindrome del ovario poliquistico (SOPC). La administracion de los hibridos de la
invencion puede reducir o prevenir la insulinorresistencia en un sujeto que padece SOPC. En otra realizacion
adicional los hibridos previenen la aparicién de la diabetes de tipo 2 en un sujeto que padece SOPC. Otros hibridos
pueden restablecer menstruaciones regulares, ovulacion o fertilidad en un sujeto que padece SOPC. En una
realizacion, dichos hibridos contienen una parte de GLP1 o una exendina para unirse y activar un receptor de GLP1.
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Los compuestos de la invencion presentan un amplio espectro de actividades biolégicas, algunas relacionadas con
sus propiedades antisecretoras y antimotilidad. Los compuestos pueden suprimir las secreciones gastrointestinales
por interaccion directa con células epiteliales o, tal vez, inhibiendo la secrecion de hormonas o neurotransmisores
que estimulan la secrecion intestinal. Las propiedades antisecretoras incluyen la inhibicién de secreciones gastricas
y/o pancreaticas y pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencion de enfermedades y trastornos que incluyen
gastritis, pancreatitis, eso6fago de Barrett y Enfermedad de Reflujo Gastroesofagico.

Los compuestos de la invencién son utiles en el tratamiento de diversos trastornos gastrointestinales (véase, por
ejemplo, Harrison's Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill Inco, Nueva York, 122 Ed.) que estan asociados con
un exceso de electrolitos intestinales y secrecion de agua, asi como una absorcién disminuida, por ejemplo, diarrea
infecciosa, diarrea inflamatoria, sindrome del intestino delgado o la diarrea que se produce tipicamente después de
procedimientos quirdrgicos, por ejemplo, ileostomia. Los ejemplos de diarrea infecciosa incluyen, sin limitacion,
diarrea viral aguda, diarrea bacteriana aguda (por ejemplo, por Salmonella, Camphylobacter y Clostridium o debido a
infecciones por protozoos) o diarrea del viajero (por ejemplo virus Norwalk o rotavirus). Los ejemplos de diarrea
inflamatoria incluyen, sin limitacién, sindrome de malaabsorcién, espruie tropical, pancreatitis crénica, enfermedad de
Crohn, diarrea, sindrome del intestino irritable. También se ha descubierto que los péptidos de la invencion pueden
usarse para tratar una situacion de urgencia o vital que implique un trastorno gastrointestinal, por ejemplo, después
de cirugia o debido al célera.

Los compuestos de la invencion también pueden ser (tiles para el tratamiento o prevencién de dafio intestinal
contrariamente a tratar tan solo los sintomas asociados con el dafio intestinal (por ejemplo, diarrea). Dicho dafio al
intestino puede ser, o ser un resultado de, colitis ulcerosa, enfermedad inflamatoria intestinal, atrofia intestinal,
pérdida de mucosa intestinal y/o pérdida de funcion de la mucosa intestinal (véase el documento WO 03/105763).
En el documento WO 03/105763 se describen ensayos de dicha actividad, que incluyen ratas HSD macho de 11
semanas de vida, con un peso que varia de 250 a 300 gramos, instaladas en un ciclo de luz:oscuridad de 12:12, y
con acceso a voluntad a una dieta estandar para roedores (Teklad LM 485, Madison, WI) y agua. Los animales se
mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento. Previamente Morris GP, et al., “Hapten- induced
model of chronic inflammation and ulceration in the rat colon”. Gastroenterology. 1989; 96: 795-803 habian descrito
un modelo en ratas, simple y reproducible, de inflamacién colénica crénica. Este modelo presenta una duracion
relativamente larga de inflamacion y ulceracién, lo que permite la oportunidad de estudiar la patofisiologia de la
enfermedad inflamatoria colénica de una manera especificamente controlada y evaluar nuevos tratamientos
posiblemente aplicables a la enfermedad intestinal inflamatoria en seres humanos.

Las ratas se anestesiaron con isoflurano al 3 % y se colocaron en un conjunto de almohadillas térmicas reguladas a
una temperatura de37 °C. Se las inserté una aguja sonda por via rectal en el colon de 7 cm. Se administré un
hapteno, acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) disuelto en etanol al 50 % (v/v) en el lumen del colon a través de la
aguja sonda a una dosis de 30 mg/kg, en un volumen total de 0,4-0,6 ml, como describen Mazelin, et al., en Juton
Nerv Syst. 1998; 73: 38 45. Los grupos de control recibieron solucién salina (NaCl al 0,9 %) por via intracolénica.

Cuatro dias después de la induccién de la colitis, el colon se resecé de las ratas anestesiadas, que después se
sometieron a eutanasia por decapitacion. Se registraron los pesos del colon y bazo resecados y se tomaron
fotografias de los colones para puntuar el dafio morfolégico visual. La inflamacién se defini6 como regiones de
hiperemia y engrosamiento de la pared intestinal.

Los polipéptidos hibridos de la divulgacion también pueden usarse para tratar o prevenir tumores pancreaticos (por
ejemplo, inhibir la proliferacion de tumores pancreéticos). Los métodos de la divulgaciéon incluyen reducir la
proliferacion de células tumorales. Los tipos de células tumorales pancreaticas benignas que pueden tratarse de
acuerdo con la presente divulgacion incluyen adenomas quisticos serosos, tumores microquisticos y tumores
quisticos sélidos. El método es también eficaz en la reduccion de la proliferacion de células tumorales pancreaticas
malignas, tales como carcinomas que surgen de los conductos, acinos o islotes del pancreas. La patente de Estados
Unidos 5.574.010 proporciona ensayos ejemplares para analizar propiedades antiproliferativas. Por ejemplo, la
patente ‘010 establece que PANC-1 y MiaPaCa-2 son dos lineas de células cancerosas de adenocarcinoma
pancreatico humano que se encuentran disponibles en el comercio de proveedores tales como la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, ATCC (Rockville, Md.). Las dos células tumorales se desarrollaron en medios de cultivo
RPMI-1640 complementados con suero bovino fetal al 10 %, 29,2 mg/l de glutamina, gentamicina 25 pg, penicilina 5
ml, estreptomicina y solucion de fungizona (JRH Biosciences, Lenexa, Kans.) a 37 grados Celcius en una
incubadora con CO; al 5 % con camisa de agua NAPCO. Todas las lineas celulares se desprendieron con tripsina al
0,25 % (Clonetics, San Diego, Calif.) de una a dos veces por semana cuando se obtuvo una monocapa confluyente
de células tumorales. Las células se sedimentaron durante 7 minutos a 500 g en una centrifuga enfriada a 4 grados
Celsius y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 reforzado sin tripsina. Las células viables se contaron
con azul de tripano en un portaobjetos de tipo hemocitémetro.

Se afadieron 10.000, 20.000, 40.000 y 80.000 células de cada tipo a placas de microcultivo de 96 pocillos (Costar,
Cambridge, Mass.) en un volumen total de 200 ul de medio de cultivo por pocillo. Se dejé que las células se
adhiriesen durante 24 horas antes de la adicién del PYY o péptido de ensayo. Antes de afadir los péptidos se
renovl el medio de cultivo. La incubacién in vitro de las células tumorales pancreéticas bien con PYY o con el
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compuesto de ensayo prosiguio durante 6 y 36 horas. Se afadio PYY a las células a dosis de 250 pmol, 25 pmol y
2,5 pmol por pocillo (N =14). El compuesto de ensayo se afiadio a los cultivos de células a dosis de 400 pmol, 40
pmol y 4 pmol por pocillo. Los pocillos de control recibieron 2 ul de solucion salina al 0,9 % para imitar el volumen 'y
la alteracion fisica después de la adhesion de las células tumorales. Cada placa de 96 pocillos contenia 18 pocillos
de control lo que permitia realizar comparaciones en cada placa durante el experimento. Placas de noventa y seis
(96) pocillos se repitieron 6 veces con diversas concentraciones de PYY y compuesto de ensayo en ambas células
PANC-1 y MiaPaCa-2.

Al final del periodo de incubacion, se afiadié bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, bromuro de
MTr tetrazolio (Sigma, St. Louis, Mo.) a los medios de cultivo recientes a 0,5 mg/ml. Los medios de cultivo se
cambiaron y las células tumorales se incubaron durante 4 horas con bromuro de MTT tetrazolio a 37 °C. Al final de la
incubacién, los medios de cultivo se aspiraron. En 200 ul de dimetil sulféxido (Sigma, St. Louis, Mo.) se disolvieron
precipitados de cristal Formazon. La cuantificacion de formazén solubilizado se realizd obteniendo lecturas de
absorcién a una longitud de onda de 500 nm en un lector ELISA (Molecular Devices, Menlo Park, Calif.). El ensayo
con MTT mide la actividad deshidrogenasa dependiente de NADH mitocondrial, y ha estado entre el método mas
sensible y fiable para cuantificar respuestas quimioterapéuticas in vitro de células tumorales. (Alley, M. C., et al.,
Cancer Res., 48: 589-601, 1988; Carmichael, J., et al., Cancer Res., 47: 936-942, 1987; McHale, A. P., et al., Cancer
Lett., 41: 315-321, 1988; y Saxton, R. E., et al., J. Clin. Laser Med. y Surg., 10(5): 331-336, 1992). Se analizaron
analisis de lecturas de absorcion a 550 nm agrupando pocillos de las mismas condiciones de ensayo y verificando
las diferencias que se producian entre los tratamientos de concentracion de control y los diversos péptidos mediante
ANOVA de una via.

También se proporciona un ensayo ejemplar in vivo. Se examind in vivo la inhibicién del crecimiento de Mia Paca-2
de adenocarcinoma ductal pancreatico humano por el péptido YY y el compuesto de ensayo. Se trasplantaron de
setecientas mil a 100.000 células Mia PaCa-2 humanas de manera ortotépica en 48 ratones atimicos macho.
Después de una semana, los animales se trataron bien con PYY o con el compuesto de ensayo a 200 pmol/kg/h
mediante bombas mini osmaéticas durante cuatro semanas. Los cultivos emparejados recibieron solucion salina. En
el momento del sacrificio, se midi6 tanto el tamafio como la masa tumoral. Los ratones control tuvieron un
crecimiento de cancer humano significativo en el pancreas tal y como se pone de manifiesto en cortes histoldgicos.
A las 9 semanas, el noventa por ciento (90 %) de los ratones control tenian enfermedad metastasica sustancial. La
masa tumoral disminuyé un 60,5 % en los ratones tratados con el compuesto de ensayo y un 27 % en los ratones
tratados con PYY.

Los hibridos son también Utiles para el tratamiento terapéutico y profilactico de trastornos neuroldgicos y del sistema
nervioso asociados con pérdida o insuficiencia neuronal, incluyendo, pero sin limitacién, Enfermedad de Parkinson,
Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Huntington, ALS, ictus, ADD, y sindromes neurosiquiatricos, y para
potenciar o facilitar el aprendizaje, la memoria y el conocimiento en mamiferos. Particularmente Utiles en este
aspecto son los hibridos que contienen una parte activa de exendina o GLP1, mas especificamente que comprenden
al menos los 7-15 aminoacidos del N-terminal o analogos de los mismos, por ejemplo HSEGTFTSD (SEC ID Ne¢:
378).

Para todos los sintomas, en realizaciones preferidas, el polipéptido hibrido de la invencion se administra por via
periférica a una dosis de aproximadamente 0,5 pg a aproximadamente 5 mg al dia en dosis sencillas o divididas o
con liberacién continua controlada, o de aproximadamente 0,01 pug/kg a aproximadamente 500 pg/kg por dosis, mas
preferentemente de aproximadamente 0,05 pg/kg a aproximadamente 250 pg/kg, mas preferentemente por debajo
de aproximadamente 50 pg/kg. Las dosificaciones en estos intervalos variaran, por supuesto, con la fuerza de cada
analogo o derivado y un experto en la técnica puede determinarlas.

En los métodos de la presente divulgacion, los polipéptidos hibridos de la invencién pueden administrarse por
separado o junto con uno o mas distintos compuestos y composiciones que presenten una accién a largo o corto
plazo para reducir la disponibilidad de nutrientes, incluyendo, pero sin limitacién, otros compuestos y composiciones
gue comprendan una amilina o un agonista analogo de amilina, calcitonina de salmén, una colecistoquinina (CCK) o
agonista de CCK, una leptina (proteina OB) o agonista de leptina, una exendina o agonista analogo de exendina, o
un GLP-1 o agonista analogo de GLP-1. Los agonistas de amilina adecuados incluyen, por ejemplo, [*?**Pro-]
amilina humana (SEC ID N°: 67) (también conocida como “pramlintida”, y descrita en las Patentes de Estados
Unidos N° 5.686.511 y 5.998.367). La CCK usada es preferentemente un octapéptido de CCK (CCK-8), mas
preferentemente su forma sulfatada. La leptina se analiza, por ejemplo, en (Pelleymounter et al., Science 269: 540-3
(1995); Halaas et al.,, Science 269: 543-6 (1995); Campfield et al., Science 269: 546-9 (1995)). Las exendinas
adecuadas incluyen exendina-3 y exendina-4 y los compuestos agonistas de exendina incluyen, por ejemplo, los
descritos en las Publicaciones PCT WO 99/07404, WO 99/25727 y WO 99/25728.

Como se indica en el presente documento, un hibrido de la invencién puede administrarse por separado o junto con
uno o mas agentes distintos para obtener beneficios adicionales o potenciar el efecto del hibrido o del otro agente.
Por ejemplo, un hibrido antiobesidad puede administrarse con un agente antiobesidad o con un agente
cardioprotector o antihipertension, dependiendo de los factores de riesgo pertinentes para el sujeto con necesidad
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del tratamiento y del resultado del tratamiento deseado. Los agentes antiobesidad ejemplares para administrar (por
separado o mezclados, antes, de manera simultanea o después) con un hibrido, incluyen inhibidores del transporte
de serotonina (5HT), incluyendo, pero sin limitacion, paroxetina, fluoxetina, fenfluramina, fluvoxamina, sertralina e
imipramina. Los agentes antiobesidad también incluyen inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina,
incluyendo, pero sin limitacién, dexfenfluramina, fluoxetina, sibutramina (por ejemplo MERIDIA®) y los descritos en
la Patente de Estados Unidos N° 6.365.633 y en las Publicaciones de Solicitud de Patente PCT Nos WO 01/27060 y
WO 01/162341. Anteriormente se han descrito inhibidores del transporte de 5HT e inhibidores de la recaptacion de
serotonina, analogos, derivados, preparaciones, formulaciones, composiciones farmacéuticas, dosificaciones y vias
de administracion.

Los agentes antiobesidad también incluyen agonistas selectivos de serotonina y agonistas selectivos de receptores
de 5-HT2C, incluyendo, pero sin limitacién, la Patente de Estados Unidos N° 3.914.250; y las Publicaciones de
Solicitud PCT Nos WO 02/36596, WO 02/48124, WO 02/10169, WO 01/66548, WO 02/44152; WO 02/51844, WO
02/40456, y WO 02/40457.

En la técnica se conocen dichos agonistas selectivos de serotonina y agonistas selectivos de receptores de 5-HT2C,
las composiciones que contienen dichos agonistas y las vias de administracion apropiadas para su uso en los
métodos proporcionados. Véase, por ejemplo, Halford et al. (2005) Curr. Drug Targets 6: 201-213 y Weintraub et al.
(1984) Arch. Intern. Med. 144: 1143-1148.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas/agonistas inversos de los receptores canabinoideos
centrales (los receptores de CB-1), incluyendo, pero sin limitacién, rimonabant (Sanofi Synthelabo), y SR-147778
(Sanofi Synthelabo). Previamente se han descrito antagonistas/agonistas inversos, derivados, preparaciones,
formulaciones, composiciones farmacéuticas, dosis y vias de administracion de CB-1, por ejemplo, en las Patentes
de Estados Unidos Nos 6.344.474, 6.028.084, 5.747.524, 5.596.106, 5.532.237, 4.973.587, 5.013.837, 5.081.122,
5.112.820, 5.292.736, 5.624.941; en las Solicitudes de Patente Europea Nos EP-656 354 y EP-658546; y en las
Publicaciones de Solicitud PCT Nos WO 96/33159, WO 98/33765, W098/43636, W098/43635, WO 01/09120,
W098/31227, W098/41519, W098/37061, WO00/10967, WO00/10968, WO97/29079, W(0O99/02499, WO 01/58869,
y WO 02/076949.

Los agentes antiobesidad también incluyen melanocortinas y agonistas de melanocortina. El receptor MC4R parece
desempefiar una funcién en el equilibrio de energia y obesidad. Véase, por ejemplo, Anderson et al., Expert Opin.
Ther. Patents 11: 1583-1592 (2001), Speake et al,. Expert Opin. Ther. Patents 12: 1631-1638 (2002), Bednarek et
al., Expert Opin. Ther. Patents 14: 327-336 (2004). En la técnica se conocen agonistas de melanocortina,
incluyendo, pero sin limitacién, agonistas de MC4R y composiciones que contienen dichos agonistas, apropiadas
para su uso en los métodos proporcionados. Previamente se han descrito agonistas de MCR, agonistas de MC4R,
derivados, preparaciones, formulaciones, composiciones farmacéuticas, dosis y vias de administracion, por ejemplo,
en las siguientes solicitudes de patente PCT WO 03/007949, WO 02/068388, WO 02/068387, WO 02/067869, WO
03/040117, WO 03/066587, WO 03/068738, WO 03/094918 y WO 03/031410.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas del receptor metabotrépico de glutamato del subtipo 5
(mGIuRS5), incluyendo, pero sin limitacion compuestos tales como 2-metil-6-(fenil-etinil)-piridina (MPEP) y (3-[(2-metil-
1,3-tiazol-4-il)etinil]piridina) (MTEP) y los compuestos descritos en Anderson et al. J. Eur. J. Pharmacol. 473: 35-40
(2003); Cosford et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 13(3):351-4 (2003); y Anderson et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 303:
1044-1051 (2002).

Los agentes antiobesidad también incluyen topiramato (TOPIMAX® (Ortho McNeil Pharmaceuticals), indicado como
un anticonvulsivo, pero también muestra aumentar la pérdida de peso. El agente también puede incluir inhibidores
de lipasa, tales como orlistat.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas del neuropéptido Y1 (NPY1) y antagonistas de NPY5. En la
técnica se conocen antagonistas de NPY1 y NPY5, Véase, por ejemplo, Duhault et al. (2000) Can. J Physiol. Pharm.
78: 173-185, y las Patentes de Estados Unidos Nos 6.124.331, 6.214.853 y 6.340.683. Previamente se han descrito
antagonistas, derivados, preparaciones, formulaciones, composiciones farmacéuticas, dosis y vias de administracion
de NPY1 y NPY5. Los antagonistas de NPY1 (tiles en las composiciones y métodos proporcionados incluyen: la
Patente de Estados Unidos N° 6.001.836; y las Publicaciones de Solicitud PCT Nos WO 96/14307, WO 01/23387,
WO 99/51600, WO 01/85690, WO 01/85098, WO 01/85173 y WO 01/89528.

Los antagonistas de NPY5 (tiles en las composiciones y métodos de uso proporcionados en el presente documento,
incluyen, sin limitacién, los compuestos descritos en: las Patentes de Estados Unidos Nos 6.140.354, 6.191.160,
6.258.837, 6.313.298, 6.337.332, 6.329.395, 6.340.683, 6.326.375 y 6.335.345; en las Patentes Europeas Nos EP-
01010691 y EP-01044970; y en las Publicaciones de Patente PCT Nos WO 97/19682, WO 97/20820, WO 97/20821,
WO 97/20822, WO 97/20823, WO 98/27063, WO 00/64880, WO 00/68197, WO 00/69849, WO 01/09120, WO
01/85714, WO 01/85730, WO 01/07409, WO 01/02379, WO 01/02379, WO 01/23388, W0O,01/23389, WO 01/44201,
WO 01/62737, WO 01/62738, WO 01/09120, WO 02/22592, WO 0248152, WO 02/49648 y WO 01/14376.
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Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas de la hormona concentradora de melanina (MCH) que
incluyen antagonistas del receptor 1 de la hormona concentradora de melanina (MCH1R), tales como T-226296
(Takeda) y antagonistas del receptor 2 de la hormona concentradora de melanina (MCH2R). Previamente se han
descrito antagonistas, derivados, preparaciones, formulaciones, composiciones farmacéuticas, dosis y vias de
administracion del receptor de MCH, por ejemplo, en las Publicaciones de Solicitud de Patente de Estados Unidos
Nos 2005/0009815, 2005/0026915, 2004/0152742, 2004/0209865; en las Publicaciones de Solicitud de Patente PCT
Nos WO 01/82925, WO 01/87834, WO 02/06245, WO 02/04433 y WO 02/51809; y en la Solicitud de Patente
Japonesa N° JP 13226269.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas opioides, incluyendo, pero sin limitacién, los descritos en la
Solicitud PCT N° WO 00/21509. Los antagonistas opioides especificos Utiles en las composiciones y métodos de uso
proporcionados en el presente documento incluyen, pero sin limitaciéon, nalmefeno (REVEX®), 3-metoxinaltrexona,
naloxona, naltrexona, naloxonacina, beta-funaltrexamina, deltal ([D-Ala2,Leu5,Cys6]-encefalina (DALCE),
isotiocianato de naltrindol y norbinaltorfamina.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas de orexina, incluyendo, pero sin limitacién, los descritos en
las Solicitudes de Patente PCT Nos WO 01/96302, WO 01/68609, WO 02/51232 y WO 02/51838. Los antagonistas
de orexina especificos Utiles en las composiciones y métodos de uso proporcionados incluyen, pero sin limitacion,
SB-334867-A.

Los agentes antiobesidad también incluyen agonistas del neuropéptido Y2 (NPY2), incluyendo, pero sin limitacion,
compuestos tales como PYY3-36 (por ejemplo, Batterham et al. (2003) Nature 418: 650-654), NPY3-36 y otros
agonistas de Y2 tales como N acetil [Leu(28,31)] NPY 24-36 (White-Smith et al. (1999) Neuropeptides 33: 526-533,
TASP-V (Malis et al. (1999) Br. J. Pharmacol. 126: 989-996), ciclo-(28/32)-Ac-[Lys28-Glu32]-(25-36)-pNPY (Cabrele
et al. (2000) J. Pept. Sci. 6: 97-122), que pueden administrarse bien como un componente hibrido, como se indica, o
por separado. Los agentes antiobesidad proporcionados también incluyen agonistas del neuropéptido Y4 (NPY4)
incluyendo, pero sin limitacion, compuestos tales como el péptido pancreatico (PP) (por ejemplo, Batterham et al.
(2003) J. Clin. Endocrinol. Metab. 88: 3989-3992) y otros agonistas de Y4 tales como 1229U91 (Raposinho et al.
(2000) Neuroendocrinology 71: 2-7). Previamente los agonistas, derivados, preparaciones, formulaciones,
composiciones farmacéuticas, dosis y vias de administracion de NPY2 y de NPY4, se han descrito, por ejemplo, en
la Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 2002/0141985 y en la Publicacion de Solicitud de PCT N° WO
2005/077094.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas/agonistas inversos de histamina 3 (H3), incluyendo, pero
sin limitacién, los descritos en la Solicitud PCT N° WO 02/15905, O-[3-(1H-imidazol-4-il)propanol]carbamatos (Kiec-
Kononowicz et al. (2000) Pharmazie 55: 349-355), antagonistas del receptor de histamina H3 que contiene piperidina
(Lazewska et al. (2001) Pharmazie 56: 927-932), derivados de benzofenona y compuestos relacionados (Sasse et
al. (2001) Arch. Pharm. (Weinheim) 334: 45-52), N-fenilcarbamatos sustituidos (Reidemeister et al. (2000) Pharmazie
55: 83-86), y derivados de proxifan (Sasse et al. (2000) J. Med. Chem. 43: 3335-3343). Los antagonistas/agonistas
inversos especificos de H3 utiles en las composiciones y métodos de uso proporcionados incluyen, pero sin
limitacion, tioperamida, 3-(1H-imidazol-4-il)propil N-(4-pentenil)carbamato, clobenpropit, yodofenpropit, imoproxifan y
GT2394 (Gliatech).

Los agentes antiobesidad también incluyen colecistoquinina (CCK) y agonistas de CCK. Los agonistas de
colescistoquinina A (CCK-A) de uso incluyen, pero sin limitacién, los descritos en la Patente de Estados Unidos N°
5.739.106. Los agonistas especificos de CCK-A incluyen, pero sin limitaciéon, AR-R 15849, Gl 181771, JMV-180, A-
71378, A-71623 y SR146131.

Los agentes antiobesidad también incluyen antagonistas de ghrelina tales como los descritos en las Publicaciones
de Solicitud PCT Nos WO 01/87335 y WO 02/08250. Los antagonistas de ghrelina también se conocen como
antagonistas de GHS (recetor secretagogo de la hormona del crecimiento). Por tanto, las composiciones y métodos
proporcionados contemplan el uso de antagonistas de GHS en lugar de antagonistas de ghrelina.

Los agentes antiobesidad incluyen obestatina y analogos y agonistas de obestatina. La obestatina es un péptido
derivado del mismo precursor del que deriva la ghrelina, la preproghrelina. Véase, por ejemplo, Zhang et al. (2005)
Science 310: 996-999; Nogueiras et al. (2005) Science 310: 985-986; Pan et al. (2006) Peptides 27: 911-916. A
diferencia de la actividad de la ghrelina, la obestatina parece actuar como una hormona anoréxica disminuyendo la
ingesta de alimento, actividades de vaciado gastrico, motilidad del yeyuno y aumento de peso corporal. Los péptidos
de uso de obestatina incluyen, pero sin limitacion, los descritos en Zhang et al. (2005) Science 310: 996-999.

Y los amilinomiméticos, por ejemplo, pramlintida, amilina-sCT-amilina (Compuesto 10), incretinas, por ejemplo,
exendina-4 y andlogos de PYY, son agentes antiobesidad que también pueden administrarse como agentes
antiobesidad con un hibrido. Por ejemplo, puede administrarse un hibrido de leptina-Compuesto 10 con exendina-4,
un analogo de PYY o ambos. En otra realizacion puede administrarse un hibrido de leptina-analogo de PYY con
exendina-4, un amilinomimético, o ambos.
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En realizaciones de particular interés para el tratamiento de la diabetes y enfermedades relacionadas, como se
indica en el presente documento, se encuentran hibridos que comprenden un médulo de la familia de la exendina y
un alfa-MSH, y exendina y un miembro de la familia de la amilina. De particular interés son los hibridos en los que la
exendina es exendina-4 o un analogo o derivado de la misma y el componente de amilina es pramlintida o una
quimera de amilina-sCT-amilina.

En realizaciones de particular interés para el tratamiento de la obesidad y enfermedades y trastornos relacionados
(reduccidn de grasa corporal) como se indica en el presente documento, se encuentran hibridos que comprenden un
modulo de la familia de la exendina en combinacién con un alfa-MSH, exendina con un miembro de la familia de la
amilina, un miembro de la familia de la amilina con un miembro de la familia de PYY, un miembro de la familia de la
amilina con un miembro de la familia de CCK, un miembro de la familia de la amilina con un miembro de la familia de
alfa-MSH, un miembro de la familia de FN-38, un miembro de la familia de la amilina con un miembro de la familia de
PYY, un miembro de la familia de PYY con otro miembro de la misma familia de PYY o diferente, un miembro de la
familia de PYY con un miembro de la familia de CCK, un miembro de la familia PYY con un miembro de la familia de
FN-38, un miembro de la familia de CCK con un miembro de la familia de FN-38. De particular interés son los
hibridos en los que la exendina es exendina-4 0 un analogo o derivado de la misma, el componente de amilina es
pramlintida o una quimera de amilina-sCT-amilina, el miembro de la familia de FN38 es FN38 o un anéalogo o
derivado del mismo, la quimera de PYY es una quimera de PYY-NPY como se describe en el presente documento
tal como las SEC ID Nos 266, 437, 438, 439, 442, 462, 469, 470, 471 y 472 del documento US 2006/013547Al1 y la
quimera de PYY-NPY 5705, por ejemplo.

Produccién y purificacién de polipéptidos

Los polipéptidos hibridos descritos en el presente documento pueden prepararse usando técnicas convencionales
recombinantes o técnicas quimicas de sintesis peptidica conocidas en la materia, por ejemplo, usando un
sintetizador peptidico automatizado o semiautomatizado, o0 ambos.

Los polipéptidos hibridos de la invencion pueden sintetizarse en solucién o en un soporte solido de acuerdo con
técnicas convencionales. Se encuentran disponibles en el comercio diversos sintetizadores automaticos y pueden
usarse de acuerdo con protocolos conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis,
22, ed., Pierce Chemical Co. (1984); Tam et al., J. Am. Chem. Soc. 105: 6442 (1983); Merrifield, Science 232: 341-7
(1986); y Barany y Merrifield, The Peptides, Gross and Meienhofer, eds., Academic Press, Nueva York, 1-284
(1979). La sintesis peptidica en fase sélida puede realizarse con un sintetizador peptidico automatico (por ejemplo el
Modelo 430A, Applied Biosystems Inc., Foster City, California) usando el sistema NMP/HOBt (Opcién 1) y la quimica
tBoc o Fmoc (véase, Applied Biosystems User's Manual for the ABI 430A Peptide Synthesizer, Version 1.3 B 1, julio
de 1988, seccion 6, paginas 49-70, Applied Biosystems, Inc., Foster City, California) con proteccién. Los péptidos
también pueden ensamblarse usando un sintetizador Advanced Chem Tech Synthesizer (Modelo MPS 350,
Louisville, Kentucky). Los péptidos pueden purificarse por RP-HPLC (preparativa y analitica) usando, por ejemplo,
un sistema Waters Delta Prep 3000 y una columna preparativa de C4, C8 o C18 (10 y, 2,2 x 25 cm; Vydac,
Hesperia, California). El péptido activo puede sintetizarse facilmente después explorarse en ensayos de exploracion
disefiados para identificar péptidos reactivos.

De manera alternativa, los polipéptidos hibridos de la presente invencién pueden producirse por técnicas
recombinantes bien conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor (1989). Estos polipéptidos hibridos producidos por tecnologias recombinantes
pueden expresarse a partir de un polinucledtido. Un experto en la técnica apreciard que los polinucledtidos,
incluyendo ADN y ARN, que codifican dichos de los varios fragmentos de los polipéptidos hibridos pueden obtenerse
a partir del ADNc de tipo silvestre, teniendo en consideracion la degeneracion del uso de codones, o pueden
modificarse por ingenieria genética, si se desea. Esta secuencias polinucleotidicas pueden incorporar codones que
faciliten la transcripcién y la traduccion de ARNm en hospedadores microbianos. Dichas secuencias de fabricacion
pueden construirse facilmente de acuerdo con los métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, el
documento WO 83/04053. Los polinucledtidos anteriores también pueden codificar opcionalmente un resto de
metionilo N terminal. Pueden prepararse compuestos no peptidicos utiles en la presente invencion con métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, usando métodos conocidos en la técnica pueden prepararse aminoacidos que
contengan fosfato y péptidos que contengan dichos aminoacidos. Véase, por ejemplo, Bartlett y Landen, Bioorg.
Chem. 14: 356-77 (1986).

Puede utilizarse una diversidad de vectores/sistemas hospedadores que contengan y expresen una secuencia
codificante del polipéptido hibrido. Estos incluyen, pero sin limitacién, microorganismos, tales como bacterias
transformadas con bacteriéfagos recombinantes, plasmidos o césmidos, vectores de expresion de ADN; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insectos infectados con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transfectadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o
transformadas con vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmido Ti o pBR322); o sistemas de células
animales. Las células de mamifero que son (tiles en las producciones de proteinas recombinantes incluyen, pero sin
limitacion, células Vero, células Hela, lineas celulares de ovario de hamster Chino (CHO), células COS (tales como
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COS-7), células WI 38, BHK, HepG2, 3T3, RIN, MDCK, A549, PC12, K562 y 293. En el presente documenti se
describen protocolos ejemplares para la expresion recombinante de proteinas.

Asi pues, las secuencias polinucleotidicas proporcionadas por la invencion son Utiles para generar nuevos y Utiles
vectores de ADN virales y plasmidicos, nuevas y Utiles células hospedadoras procariotas y eucariotas transformadas
y transfectadas (incluyendo células bacterianas, de levadura y de mamifero desarrolladas en cultivos) y nuevos y
Utiles métodos para el desarrollo del cultivo de dichas células hospedadoras capaces de expresar los polipéptidos
hibridos de la presente invencion. Las secuencias polinucleotidicas que codifican los polipéptidos hibridos del
presente documento pueden ser Utiles para la terapia génica en casos en los que se aliviaria la subproduccion de la
hormona (u hormonas) peptidica componente(s) de la quimera, o se satisfaria la necesidad de niveles mayores de la
misma.

La presente invencién también proporciona procesos de produccion de ADN recombinante de los polipéptidos
hibridos de la presente invencion. Se proporciona un proceso para producir los polipéptidos hibridos a partir de una
célula hospedadora que contiene los acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos hibridos que comprende: (a)
cultivar dicha célula hospedadora que contiene los polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos hibridos en
condiciones que faciliten la expresion de dicha molécula de ADN; y (b) obtener dichos polipéptidos hibridos.

Las células hospedadoras pueden ser procariotas 0 eucariotas e incluyen bacterias, células de mamifero (tales
como células de Ovario de Hamster Chino (CHO), células de mono, células renales de cria de hamster, células
cancerosas u otras células), células de levadura y células de insecto.

Para la expresion de la proteina recombinante los sistemas hospedadores de mamifero son también muy conocidos
por los expertos en la técnica. Pueden seleccionarse cepas de células hospedadoras por una capacidad particular
para procesar la proteina expresada o para producir determinadas modificaciones postraduccionales que seran
Utiles para proporcionar la actividad de la proteina. Dichas modificaciones del polipéptido incluyen, pero sin
limitacion, acetilacién, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacién, lipidacion y acilacion. El procesamiento
postraduccional, que escinde una forma “prepro” de la proteina, también puede ser importante para una correcta
insercién, plegamiento y/o funcion. Las diferentes células hospedadoras, tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38,
y similares, tienen una maquinaria celular especifica y unos mecanismos caracteristicos para dichas actividades
postraduccionales, y pueden seleccionarse para garantizar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina
exdgena introducida.

Como alternativa, para generar los polipéptidos hibridos de la presente invencién puede emplearse un sistema de
levaduras. La region codificante del ADNc del polipéptido hibrido se amplifica por PCR. Un ADN que codifica la
secuencia lider pre-pro-alfa de levadura se amplifica a partir de ADN gendmico de levadura en una reaccion PCR
usando un cebador que contiene 1-20 nucleétidos del gen del factor de emparejamiento alfa y otro cebador
complementario a los nucle6tidos 255-235 de este gen (Kurjan y Herskowitz, Cell, 30: 933-43 (1982)). La secuencia
codificante lider pre-pro-alfa y los fragmentos de la secuencia codificante del polipéptido hibrido se ligan en un
plasmido que contiene el promotor de la alcohol deshidrogenasa (ADH2) de levadura, de tal manera que el promotor
dirige la expresidon de una proteina de fusiéon que consiste en el factor pre-pro-alfa fusionado con el polipéptido
hibrido maduro. Como explican Rose y Broach, Meth. Enz. 185: 234-79, Goeddel ed., Academic Press, Inc., San
Diego, California (1990), el vector incluye adicionalmente un terminador de la transcripcién de ADH2 cadena abajo
del sitio de clonacion, el origen de replicacion de “2-micras” de levadura, el gen de leu-2d de levadura, los genes de
REP1 y REP2 de levadura, el gen de la B-lactamasa de E. coli y un origen de replicacion de E. coli. Los genes de la
B lactamasa y de leu-2d proporcionan la seleccién en bacterias y levaduras, respectivamente. El gen de leu-2d
también facilita el aumento del nimero de copias del plasmido en levaduras para inducir niveles de expresion mas
elevados. Los genes de REP 1 y REP2 codifican proteinas implicadas en la regulacion del nimero de copias del
plasmido.

La construccién de ADN descrita en el parrafo anterior se transforma en células de levadura usando un método
conocido, por ejemplo, tratamiento con acetato de litio (Steams et al., Meth. Enz. 185: 280-97 (1990)). El promotor
de ADH2 se induce después de agotarse la glucosa en el medio de cultivo (Price et al., Gene 55: 287 (1987)). La
secuencia pre-pro-alfa efectlia la secrecion de la proteina de fusion de las células. Simultdneamente, la proteina
KEX2 de levadura escinde la secuencia pre-pro de los polipéptidos analogos a PYY maduros (Bitter et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81: 5330-4 (1984)).

Los polipéptidos hibridos de la invencion también pueden expresarse de manera recombinante en levaduras usando
un sistema de expresion disponible en el comercio, por ejemplo, el Sistema de Expresion de Pichia (Invitrogen, San
Diego, California), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema también se basa en la secuencia pre-pro-
alfa para dirigir la secrecion, pero la transcripcion del inserto la dirige el promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) tras
induccién con metanol. El polipéptido hibrido secretado se purifica del medio de cultivo de la levadura, por ejemplo,
mediante los métodos usados para purificar polipéptidos hibridos de sobrenadantes de células de mamifero y
bacterianas.
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Como alternativa, el ADNc que codifica los polipéptidos hibridos puede clonarse en el vector de expresion
baculovirus pVL1393 (PharMingen, San Diego, California). Este vector que contiene el polipéptido hibrido se usa
después de acuerdo con las instrucciones del fabricante (PharMingen) para infectar células de Spodoptera
frugiperda en medios sin proteina sF9 y para producir la proteina recombinante. La proteina se purifica y se
concentra de los medios usando una columna de heparina-Sefarosa (Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey) y
columnas de clasificacion secuencial segun el tamafio molecular (Amicon, Beverly, Massachusetts), y se resuspende
en PBS. El andlisis SDS-PAGE muestra una sola banda y confirma el tamafio de la proteina, y la secuenciacién
Edman en un Secuenciador Peptidico Proton 2090 confirma su secuencia N terminal.

Por ejemplo, la secuencia de ADN que codifica el polipéptido hibrido puede clonarse en un plasmido que contiene un
promotor deseado y, opcionalmente, una secuencia lider (véase, por ejemplo, Better et al., Science 240: 1041-3
(1988)). La secuencia de esta construccion puede confirmarse por secuenciacién automatizada. Después el
plasmido se transforma en E. coli, cepa MC1061, usando procedimientos convencionales que emplean incubacion
con CacCl, y tratamiento de choque térmico de las bacterias (Sambrook et al., citado anteriormente). Las bacterias
transformadas se cultivan en medio LB complementado con carbenicilina y la produccién de la proteina expresada
se induce por crecimiento en un medio adecuado. Si esta presente, la secuencia lider afectara a la secrecién del
polipéptido hibrido y se escindira durante la secrecion. La proteina recombinante secretada se purifica del medio de
cultivo bacteriano mediante el método descrito en el presente documento.

Como alternativa, los polipéptidos hibridos de la invencion pueden expresarse en un sistema de insecto. Los
sistemas de insecto para la expresion de proteinas son bien conocidos por los expertos en la técnica. En un sistema
de este tipo, como vector se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) para expresar
genes exdégenos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. La secuencia que codifica el
polipéptido hibrido se clona en una regién no esencial del virus, tal como el gen de la polihedrina, y se coloca bajo el
control del promotor de la polihedrina. La correcta insercion del polipéptido hibrido inactivara el gen de la polihedrina
y producira virus recombinantes sin envoltura de proteina de envoltura. Los virus recombinantes se usan después
para infectar células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia y en las que se expresa el polipéptido hibrido (Smith et
al., J. Virol. 46: 584 (1983); Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3224-7 (1994)).

En otro ejemplo, la secuencia de ADN que codifica el polipéptido hibrido puede amplificarse por PCR y clonarse en
un vector apropiado, por ejemplo, pGEX-3X (Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey). El vector pGEX se disefia para
producir una proteina de fusién que comprende la glutation-S-transferasa (GST), codificada por el vector, y una
proteina codificada por un fragmento de ADN insertado en el sitio de clonacion del vector. El cebador para la PCR
puede degenerarse para que incluya, por ejemplo, un sitio de escision apropiado. La proteina de fusion
recombinante puede después escindirse de la parte GST de la proteina de fusiéon. La construcciéon pGEX-
3X/polipéptido analogo PYY se transforma en células de E. coli XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, California) y los
transformantes individuales se aislan y se cultivan a 37 °C en medio LB (complementado con carbenicilina) a una
densidad oOptica a una longitud de onda de 600 nm de 0,4, seguido de incubacion adicional durante 4 horas en
presencia de isopropil B-D tiogalactopiranésido 0,5 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri). EI ADN
plasmidico de los transformantes individuales se purifica y se secuencia parcialmente usando un secuenciador
automatizado para confirmar la presencia del inserto génico que codifica el polipéptido hibrido PPF en la orientacién
apropiada.

La proteina de fusion, que se esperaba que se produjese como un cuerpo de inclusién insoluble en las bacterias,
puede purificarse de la siguiente manera. Las células se recogen por centrifugacion; se lavan en NaCl 0,15 M, Tris
10 mM, pH 8, EDTA 1 mM; y se tratan con lisozima 0,1 mg/ml (Sigma Chemical Co.) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El lisado se depura por ultrasonido y los restos celulares se sedimentan por centrifugacion
durante 10 minutos a 12.000 xg. El sedimento que contiene la proteina de fusidn se resuspende en Tris 50 mM, pH
8,y EDTA 10 mM, se dispone sobre glicerol al 50 % y se centrifuga durante 30 minutos a 6000 xg. El sedimento se
resuspende en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) convencional sin Mg™y Ca'™". La proteina de fusién se
purifica adicionalmente por fraccionamiento del sedimento resuspendido en un gel de poliacrilamida SDS
desnaturalizante (Sambrook et al., mencionado anteriormente). El gel se sumerge en KCI 0,4 M para visualizar la
proteina, que se escinde y se electroeluye en SDS que carece de tampén de desarrollo en gel. Si la proteina de
fusién GST/polipéptido andlogo de PYY se produce en bacterias como una proteina soluble, esta puede purificarse
el Médulo de Purificacion GST (Pharmacia Biotech).

La proteina de fusién puede someterse a digestion para escindir la GST del polipéptido hibrido PPF. La reaccion de
digestion (proteina de fusion 20-40 pg, 20-30 unidades de trombina humana (4000 U/mg (Sigma) en PBS 0,5 ml) se
incuba durante 16-48 h a temperatura ambiente y se carga en un gel SDS-PAGE desnaturalizante para fraccionar
los productos se reaccioén. El gel se sumerge en KCI 0,4 M para visualizar las bandas de proteina. La identidad de
las bandas de proteina correspondientes al peso molecular esperado del polipéptido hibrido puede confirmarse
mediante analisis parcial de secuencias de aminoacidos usando un secuenciador automatizado (Applied Biosystems
Model 473A, Foster City, California).

En un método particularmente preferido de expresiéon recombinante de los polipéptidos hibridos de la presente
invencion, células 293 pueden cotransfectarse con plasmidos que contengan el ADNc del polipéptido hibrido en el
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vector pCMV (promotor CMV 5, secuencia poli A HGH 3’) y pSV2neo (contiene el gen de resistencia a neo) con el
método de fosfato de calcio. Preferentemente, antes de la transfeccion los vectores deben de linealizarse con Scal.
De manera similar, puede usarse una construccion alternativa usando un vector pCMV similar al del gen de neo
incorporado. Se seleccionan lineas celulares estables de clones unicelulares por dilucién limitante en medios de
cultivo que contienen G418 (antibidtico similar a neomicina) 0,5 mg/ml durante 10-14 dias. Las lineas celulares se
exploran por ELISA o transferencia de Western para detectar la expresion del polipéptido hibrido, y las lineas
celulares de alta expresion se expanden para un cultivo a gran escala.

Es preferible que para la produccion de proteinas prolongada, a alto rendimiento, se usen células transformadas y
por tanto es deseable la expresion estable. Una vez que dichas células se transforman con los vectores que
contienen los marcadores de seleccion junto con el casete de expresion deseado, las células se dejan en cultivo
durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarse a un medio selectivo. EI marcador de seleccion se
disefia para que confiera resistencia a la seleccion y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de las
células que expresan satisfactoriamente las secuencias introducidas. Los grupos resistentes de células
transformadas de manera estable pueden proliferarse usando técnicas de cultivo tisular apropiadas para la célula.

Para la produccion de proteinas recombinantes pueden usarse diversos sistemas de seleccién para recuperar las
células que se han transformado. Dichos sistemas de seleccidn incluyen, pero sin limitacion, genes de la timidina
quinasa del HSV, de la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa y de la adenina fosforribosiltransferasa, en
células tk, hgprt o aprt, respectivamente. Ademas, puede usarse resistencia a anti-metabolitos, como base de
seleccion para dhfr, que confiere resistencia a metotrexato; para gpt, que confiere resistencia a acido micofendlico;
para neo, que confiere resistencia al aminoglucésido G418; y ademas confiere resistencia a clorsulfuron; y para
higro, que confiere resistencia a higromicina. Otros genes de seleccidon que pueden utilizarse incluyen trpB, que
permite a las células utilizar indol en lugar de triptéfano, o hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de
histidina. Los marcadores que proporcionan una indicacion visual para la identificacién de transformantes incluyen
antocianinas, B-glucuronidasa y su sustrato, GUS y luciferasa y su sustrato, luciferina.

Muchos de los polipéptidos hibridos de la presente invencién pueden producirse usando una combinacion de
técnicas tanto de sintesis peptidica automatizada como recombinantes. Por ejemplo, un polipéptido hibrido de la
presente invencidon puede contener una combinacién de modificaciones que incluyan delecién, sustitucion e
insercién por PEGilacion. Dicho polipéptido hibrido puede producirse en fases. En la primera fase, puede producirse
un polipéptido intermedio que contenga las modificaciones de delecién, sustituciéon e insercion y cualquiera de sus
combinaciones, mediante técnicas recombinantes como las descritas. Después de una etapa de purificacion
opcional, como se describe en el presente documento, el polipéptido intermedio se PEGila a través de modificaciéon
quimica con un reactivo PEGilante apropiado (por ejemplo, de Nektar Therapeutics, San Carlos, California) para
producir el polipéptido hibrido deseado. Un experto en la técnica apreciara que el procedimiento anteriormente
descrito puede generalizarse para aplicar a un polipéptido hibrido que contenga una combinacién de modificaciones
seleccionadas de delecion, sustitucion, insercion, derivatizacién y otro medio de modificaciéon bien conocido en la
técnica y contemplado en la presente invencion.

Puede ser deseable purificar los polipéptidos hibridos generados por la presente invenciéon. Los expertos en la
técnica conocen bhien técnicas de purificacion de péptidos. Estas técnicas implican, a un nivel, el fraccionamiento
bruto del medio celular en fracciones polipeptidicas y no polipeptidicas. Habiendo separado el polipéptido del resto
de proteinas, el polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente usando técnicas cromatograficas y
electroforéticas para obtener la purificacion parcial o completa (o la purificacién hasta la homogeneidad). Los
métodos analiticos particularmente idéneos para la preparacion de un péptido puro son, la cromatografia de
intercambio idnico, la cromatografia de exclusion, la electroforesis en gel de poliacrilamida y el isoelectroenfoque. Un
método particularmente eficaz para la purificacion de péptidos es la HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography, cromatografia liquida de alto rendimiento) de fase inversa, seguido por caracterizacion del
producto purificado por cromatografia liquida/espectrometria de masas (CL/EM) y espectrometria de masas por
desorcidn-ionizacion laser asistida por matriz (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization). La confirmacién
adicional de la pureza se obtiene determinando el analisis de aminoacidos.

Determinados aspectos de la presente invencién conciernen a la purificacion, y en realizaciones particulares, a la
purificaciéon sustancial de una proteina o un péptido codificado. La expresién “péptido purificado” como se usa en el
presente documento, pretende referirse a una composicion, que puede aislarse de otros componentes, en la que el
péptido se purifica a cualquier grado con respecto a su estado obtenible de manera natural. Por lo tanto un péptido
purificado también se refiere a un péptido, libre del entorno en el que se produce de manera natural.

En general, “purificado” se referira a una composicion peptidica que se ha sometido a fraccionamiento para eliminar
diversos otros componentes, y cuya composicién conserva sustancialmente su actividad bioldgica expresada.
Cuando se usa la expresion “sustancialmente purificado(a)”, este nombre se referird a una composicion en la que el
péptido forme el principal componente de la composicion, tal como constituyendo aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 95 % o mas de los péptidos en la composicion.
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Los expertos en la técnica conoceran bien diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacion de péptidos.
Estas incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos y similares; termo
desnaturalizacién, seguido por centrifugacion; etapas de cromatografia tales como cromatografia de intercambio
i6nico, de filtracion en gel, de fase inversa, con hidroxiapatita y de afinidad; isoelectroenfoque; electroforesis en gel,
y combinaciones de dichas técnicas y otras. Como se sabe en general en la técnica, se piensa que el orden de la
realizacién de las diversas etapas de purificacion puede cambiarse, o que determinadas etapas pueden omitirse, y
que aun dard como resultado un método adecuado para la preparacion de una proteina o un péptido
sustancialmente purificado(a).

No es un requisito en general que los péptidos siempre se proporcionen en su estado mas purificado. De hecho, se
contempla que, en determinadas realizaciones, tengan utilidad productos menos sustancialmente purificados. La
purificaciéon parcial puede realizarse usando menos etapas de purificacion en combinacién, o utilizando diferentes
formas del mismo esquema de purificacion general. Por ejemplo, se aprecia que una cromatografia en columna de
intercambio cationico, realizada utilizando un aparato de HPLC, generalmente de cémo resultado una purificacion
mayor “en veces” que la misma técnica utilizando un sistema de cromatografia a baja presion. Los métodos que
presentan un menor grado de purificacion relativa pueden tener ventajas en la recuperacion total del producto de
proteina, o en el mantenimiento de la actividad de una proteina expresada.

Se puede purificar opcionalmente y aislar dichos polipéptidos hibridos de otros componentes obtenidos en el
proceso. En la Patente de Estados Unidos N° 5.849.883 pueden encontrarse métodos para purificar un polipéptido.
Estos documentos describen métodos ejemplares especificos para el aislamiento y purificacion de composiciones G-
CSF que pueden ser utiles en el aislamiento y purificacion de los polipéptidos hibridos de la presente invencién.
Dada la divulgacion de estas patentes, resulta obvio que un experto en la técnica seria muy consciente de que
pueden usarse numerosas técnicas de purificacion para purificar los polipéptidos hibridos de una fuente
determinada.

También se contempla poder emplear una combinacién de cromatografia de intercambio aniénico e inmunoafinidad
para producir las composiciones polipeptidicas hibridas purificadas de la presente invencién.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéutica
o profilacticamente eficaz de al menos un polipéptido hibrido de la invenciéon, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable junto con diluyentes conservantes, solubilizantes, emulsionantes, adyuvantes y/o
transportadores farmacéuticamente aceptables Utiles para suministrar los polipéptidos hibridos. Dichas
composiciones pueden incluir diluyentes de diverso contenido en tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato),
pH y fuerza idnica; aditivos tales como detergentes y agentes solubilizantes (por ejemplo Tween 80, Polisorbato 80),
antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, metabisulfito sédico), conservantes (por ejemplo, timersol, alcohol
bencilico) y sustancias formadoras de volumen (por ejemplo, lactosa, manitol); incorporacién de material en
preparaciones particuladas de compuestos poliméricos, tales como acido polilactico, acido poliglicélico, etc. o en
asociacion con liposomas. Dichas composiciones ejerceran influencia sobre el estado fisico, estabilidad, tasa de
liberaciéon in vivo y tasa de eliminaciéon in vivo de los polipéptidos hibridos presentes. Véase, por ejemplo
Remington's Pharmaceutical Sciences 1435-712, 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania (1990).

En general, los presentes polipéptidos hibridos seran utiles de la misma manera que los polipéptidos componentes
individuales son utiles a la vista de sus propiedades farmacoldgicas. Un uso preferido es administrar por via
periférica dichos polipéptidos hibridos para el tratamiento o prevencion de afecciones y trastornos metabdlicos. En
particular, los compuestos de la invencién poseen actividad como agentes para reducir la disponibilidad de
nutrientes, reducir la ingesta de alimento, suprimir el apetito y efectuar la pérdida de peso. En otra realizacion, un
uso preferido es administrar dichos polipéptidos hibridos para el tratamiento de la diabetes o afecciones y trastornos
relacionados con la diabetes.

Los presentes polipéptidos hibridos pueden formularse por administracion periférica, incluyendo formulacién para
inyeccion, administracion oral, administracién nasal, administracion pulmonar, administracion topica, u otros tipos de
administracion como reconocera un experto en la técnica. Mas particularmente, la administracion de las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion puede realizarse mediante cualquier via habitual
siempre que el tejido diana esté disponible mediante esa via. En una realizacion preferida, las composiciones
farmacéuticas pueden introducirse en el sujeto mediante cualquier método periférico convencional, por ejemplo, por
administracion intravenosa, intradérmica, intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar,
intrapulmonar (por ejemplo liberacion prolongada); oral, sublingual, nasal, vaginal o transdérmica o mediante
implante quirdrgico en un sitio particular. El tratamiento puede consistir en una sola dosis o en una pluralidad de
dosis durante un periodo de tiempo. También se contempla la liberacién continua controlada de las composiciones
de la presente invencion.

La formulacion puede ser liquida o puede ser sélida, tal como liofilizada, para su reconstitucion. Las composiciones

acuosas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz del polipéptido hibrido, disuelto o disperso en un
transportador o medio acuoso farmacéuticamente aceptable. La frase “farmacéutica o farmacolégicamente
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aceptable” se refiere a entidades moleculares y a composiciones que, cuando se administran a un animal o a un ser
humano, no producen reacciones adversas, alérgicas u otras desfavorables. Como se usa en el presente
documento, “transportador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antiflngicos, agentes isoténicos y retardadores de absorcion y
similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la
técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el ingrediente
activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. En las composiciones también pueden incorporarse
ingredientes complementarios activos. En algunos casos, sera conveniente proporcionar un polipéptido hibrido de la
invencion y otro agente que reduzca la ingesta de alimento, que trate la diabetes, que disminuya la glucosa en
plasma o que altere los lipidos en plasma, tal como una amilina, un analogo agonista de la amilina, una CCK o
agonista de CCK, o una leptina o agonista de leptina, o una exendina o analogo agonista de exendina, en una sola
composicion o solucién para la administracion simultdnea. En otros casos, puede ser mas ventajoso administrar el
agente adicional por separado de dicho polipéptido hibrido.

El polipéptido hibrido de la invencién puede prepararse para administracién como soluciones de base libre, o sales
farmacolégicamente aceptables en agua adecuadamente mezcladas con un tensioactivo, tal como
hidroxipropilcelulosa. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acidos (formadas con
los grupos amino libre de la proteina) y que se forman acidos inorganicos, tales como, por ejemplo, acidos
clorhidrico o fosférico, o tales como acidos organicos como acido acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares.
Las sales formadas con los grupos carboxilo libre también pueden obtenerse de bases inorganicas tales como, por
ejemplo, hidréxido de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico y de bases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, histidina, procaina y similares. Dichos productos se preparan facilmente mediante procedimientos bien
conocidos por los expertos en la técnica. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles
liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones de almacenamiento y uso habitual, estas
preparaciones contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se formulan de manera que sean
idoneas para la administracion parenteral, por ejemplo mediante inyeccién o infusion. Preferentemente, el
polipéptido hibrido se suspende en un transportador acuoso, por ejemplo, en una soluciéon tampon isoténica a un pH
de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 8,0, preferentemente a un pH de aproximadamente 3,5 a
aproximadamente 7,4, de 3,5 a 6,0 o de 3,5 a aproximadamente 5,0. Los tampones (tiles incluyen citrato sodico-
acido citrico y fosfato sodico-acido fosfdrico y tampones de acetato sodico/acido acético. Puede usarse una forma de
preparacion de liberacion lenta de tipo almacén o “depédsito” de tal manera que se suministren cantidades
terapéuticamente eficaces de la preparacion en la corriente sanguinea durante muchas horas o dias después de una
inyeccion o administracion transdérmica.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En
todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que sea facil de inyectar. También es
deseable que el polipéptido hibrido de la invencidn sea estable en condiciones de preparacion y conservacion y
debe preservarse contra la accidon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El
transportador puede ser un disolvente 0 medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas idéneas de los mismos y aceites
vegetales. La correcta fluidez puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como
lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos.
La prevencion de la accion de microorganismos puede llevarse a cabo mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosol y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isoténicos (por ejemplo, azlcar o cloruro sodico). La absorciéon prolongada de las
composiciones inyectables puede llevarse a cabo mediante uso en las composiciones de agentes que retrasan la
absorcion (por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina).

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad necesaria
en el disolvente apropiado con diversos otros ingredientes enumerados anteriormente, si se requiere, seguido de
esterilizacion por filtracién. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contenga el medio de dispersion basico y los otros ingredientes necesarios
de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son técnicas de secado al vacio y de liofilizacion, que producen un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién de la misma previamente
esterilizada por filtracion.

Generalmente, se determinara una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de los presentes polipéptidos
hibridos en funcién de la edad, peso y afeccion o gravedad de las enfermedades, afecciones o trastornos del
receptor. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences 697-773. Véase también Wang y Hanson,
Parenteral Formulations of Proteins and Peptides: Stability and Stabilizers, Journal of Parenteral Science and
Technology, Technical Report No. 10, Supp. 42:2S (1988). Tipicamente, puede usarse una dosificacién de entre
aproximadamente 0,001 pg/kg de peso corporal/dia a aproximadamente 1000 pg/kg peso corporal/dia, aunque
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puede usarse mas 0 menos, como reconocera un médico experto en la técnica. La dosificacion puede ser de una o
varias veces al dia, o menos frecuentemente, y puede ser junto con otras composiciones como se describe en el
presente documento. Debe observarse que la presente invencion no se limita a las dosificaciones indicadas en el
presente documento.

Las dosificaciones apropiadas pueden determinarse mediante el uso de ensayos establecidos para determinar el
nivel de las afecciones o trastornos metabdlicos junto con datos relevantes de respuesta a dosis. El régimen de
dosificacién final lo determinara el médico tratante, considerando factores que modifiquen la accién de los farmacos,
por ejemplo, la actividad especifica del farmaco, la gravedad del dafio y la respuesta del paciente, la edad, la
afeccion, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de cualquier infeccion, el tiempo de
administracion y otros factores clinicos. A medida que se realicen estudios, se generara informacion adicional con
respecto a los niveles de dosificacién apropiados y la duracion del tratamiento para enfermedades y afecciones
especificas.

Una dosis eficaz tipicamente estara en el intervalo de aproximadamente 1 a 30 ug a aproximadamente 5 mg/dia,
preferentemente de aproximadamente 10 a 30 pug a aproximadamente 2 mg/dia y mas preferentemente de
aproximadamente 5 a 100 pg a aproximadamente 1 mg/dia, mas preferentemente de aproximadamente 5 ug a
aproximadamente 500 pg/dia, para un paciente de 50 kg de peso, administrada en una sola dosis o en dosis
divididas. Preferentemente, las dosificaciones son entre aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 pg/kg/dosis.
La dosis exacta a administrar puede determinarla un experto en la técnica y depende de la fuerza del compuesto
particular, asi como de la edad, peso, y afeccion del individuo. La administracion debe comenzar cada vez que se
desee, por ejemplo, modular la supresion de la disponibilidad de nutrientes, la ingesta de alimento, el peso, la
glucosa en sangre o los lipidos en plasma, por ejemplo, al primer signo de los sintomas o poco tiempo después de
un diagnéstico de obesidad, diabetes mellitus o sindrome de insulinorresistencia. La administracion puede realizarse
mediante cualquier via, por ejemplo, inyeccion, preferentemente subcutanea o intramuscular, oral, nasal,
transdérmica, etc. Las dosificaciones para determinadas vias, por ejemplo, administracion oral, pueden aumentar
para tener en cuenta la disminucion de la biodisponibilidad, por ejemplo, en aproximadamente 5-100 veces.

La administracion parenteral puede realizarse con un bolo inicial seguido de infusién continua para mantener los
niveles terapéuticos en circulacion del producto farmacéutico. Los expertos habituales en la técnica optimizaran
facilmente dosificaciones y regimenes de administracion eficaces, determinados por la buena practica médica y la
afeccion clinica del paciente individual.

La frecuencia de la dosificaciéon dependera de los parametros farmacocinéticos de los agentes y vias de
administracion. La formulacion farmacéutica éptima la determinara un experto en la técnica dependiendo de la via de
administracion y de la dosificacion deseada. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, citado
anteriormente, pdaginas 1435-1712. Dichas formulaciones pueden ejercer influencia sobre el estado fisico,
estabilidad, tasa de liberacion in vivo y tasa de eliminacién in vivo de los agentes administrados. Dependiendo de la
via de administracion, puede calcularse una dosis adecuada de acuerdo con el peso corporal, las areas superficiales
corporales o el tamafio del érgano. El refinamiento adicional de los céalculos necesarios para determinar la dosis de
tratamiento apropiada se realiza rutinariamente por los expertos en la técnica sin experimentacion excesiva,
especialmente a la luz de la informacidn de dosificacion y de los ensayos descritos en el presente documento, asi
como de los datos farmacocinéticos observados en ensayos clinicos realizados en animales y en seres humanos.

Se apreciara que las composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento de la invencion pueden ser Utiles en
los campos de la medicina humana y de la medicina veterinaria. Por tanto, el sujeto a tratar puede ser un mamifero,
preferentemente un ser humano u otro animal. Para fines veterinarios, los sujetos incluyen, por ejemplo, animales de
granja incluyendo vacas, ovejas, cerdos, caballos y cabras, animales de compafiia tales como perros y gatos,
animales exéticos y de zooldgico, animales de laboratorio incluyendo ratones, ratas, conejos, cobayas y hamsteres,
y aves de corral tales como pollos, pavos, patos y gansos.

Ademas, la presente invencién contempla un kit que comprende un polipéptido hibrido de la invencién, componentes
adecuados para preparar dicho polipéptido hibrido de la invencion para su aplicacién farmacéutica, e instrucciones
de uso de dicho polipéptido hibrido y componentes para la aplicacién farmacéutica.

Para ayudar a comprender la presente invencién, se incluyen los siguientes ejemplos. Los experimentos
relacionados con esta invencién no deberian, por supuesto, considerarse como limitativos especificamente de la
invencion y se considera que dichas variaciones de la invencion, conocidas ahora o desarrolladas mas tarde, que
estarian dentro del alcance de un experto en la materia, estan dentro del alcance de la invenciéon como se describe
en el presente documento y se reivindica mas adelante.

Ejemplos

La presente invencién se describe con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes que se
proporcionan para ilustrar mas completamente la invencion, pero no deben considerarse como limitantes del alcance
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de la misma. Los ejemplos ilustran la preparacion de los polipéptidos hibridos presentes, y el ensayo in vitro y/o in
vivo de estos polipéptidos hibridos de la invencion. Los expertos en la técnica entenderan que las técnicas descritas
en estos ejemplos representan técnicas descritas por los inventores para que funcionen bien en la realizacién
practica de la invencion, y como tal constituyan modos preferidos de la misma. Sin embargo, debe apreciarse que, a
la luz de la presente divulgacion, los expertos en la técnica apreciaran que pueden realizarse muchos cambios en
los métodos especificos que se desvelan y aun asi obtener un resultado similar o igual sin alejarse del espiritu de la
invencion.

Ejemplo 1. Preparacién de polipéptidos hibridos

Los polipéptidos de la invencién pueden ensamblarse en un sintetizador peptidico Symphony (Protein Technologies,
Inc.) usando resina de amida Rink (Novabiochem) con una carga de 0,43-0,49 mmol/g a 0,050-0,200 mmol o una
Resina Wang previamente cargada (resina Fmoc-Tyr(tBu)-Wang) a 0,63 mmol/g (Novabiochem). Los restos de
aminoacido Fmoc (5,0 eq, 0,250-0,500 mmol) se disuelven a una concentracién de 0,10 M en 1-metil-2-pirrolidinona.
El resto de agentes (HBTU, hidrato de 1-hidroxibenzotriazol y N,N-diisopropiletiamina) se preparan como soluciones
de dimetilformamida 0,55 M. Después, los aminoacidos protegidos con Fmoc se acoplan al aminoacido unido a la
resina usando HBTU (2,0 eq, 0,100-0,200 mmol), hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (1,8 eq, 0,090-0,18 mmol), N,N-
diisopropiletilamina (2,4 eq, 0,120-0,240 mmol) durante 2 horas. Después del Gltimo acoplamiento aminoacidico, el
péptido se desprotege usando piperidina al 20 % (v/v) en dimetilformamida durante 1 hora. Una vez que se completa
la secuencia peptidica, el sintetizador peptidico Symphony se programa para escindir la resina. La escision del
péptido de la resina con acido trifluoroacético (TFA) se realiza usando TFA al 93 %, fenol al 3 %, agua al 3 % y
triisopropilsilano al 1 % durante 1 hora. El péptido escindido se precipita usando terc-butil metil éter, se sedimenta
por centrifugacion y se liofiliza. El sedimento se redisuelve en agua (10-15 ml), se filtra y se purifica a través de
HPLC de fase inversa usando una columna C18 y un gradiente de acetonitrilo/agua que contiene TFA al 0,1 %.

Un procedimiento general para la N proteccién de los péptidos de la invencidon con acidos grasos (por ejemplo
acidos octanoico y estearico) es el siguiente: el péptido se suspende en una resina amida Rink (0,1 mmol) en NMP
(5 ml). En un vial distinto, se disuelve HBTU (0,3 mmol), HOBt (0,3 mmol) en DMF (5 ml) seguido de la adicion de
DIEA (0,6 mmol). Esta solucion se afiade a la resina y esta suspension se agita durante 2 horas. El disolvente se
filtra y se lava cuidadosamente con NMP (5 mix4) y CH2Cl, (20 ml), se seca y se somete a escisién con TFA durante
1 h. El rendimiento del péptido deseado es de aprox. 40 mg después de la escision y purificacion.

La modificacion con PEG puede realizarse en soluciéon en un grupo sin amino épsilon de lisina o un grupo amino
terminal de un péptido purificado usando ésteres de PEG activados disponibles en el comercio. Los derivados
PEGilados resultantes se purifican hasta la homogeneidad mediante HPLC de fase inversa y la pureza se confirma
por cromatografia liquida/espectrometria de masas (CL/EM) y espectrometria de masas por desorcidn-ionizacion
laser asistida por matriz (MALDI-EM).

En la Tabla 1-1 se muestran determinados polipéptidos hibridos ejemplares de la divulgacion. Se contemplan
diversas modificaciones de los compuestos representados, tales como modificaciones quimicas como glucosilacion,
modificaciones con PEG, etc., modificaciones de aminoacidos tales como sustituciones, inserciones y deleciones,
etc. Ademas, incluso aunque se representen como amidados en el extremo C, se entiende que los polipéptidos
hibridos de la invencién pueden estar, de manera alternativa, en forma de acido libre.
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En la siguiente tabla se encuentran otros hibridos ejemplares que comprenden diversas combinaciones de familias
de péptidos componentes. Sus hibridos analogos y derivados como se comenta en el presente documento también
se contemplan especificamente. El caracter “#" indica la localizacién del enlace de cada componente. Los
enlazadores indicados son como se describen en el presente documento. CCK-8 es DY(SO3H)MGWMDF-NH2

ES 2537062 T3

mientras que “CCK-8*" es la forma de fenilalanina sulfatada DF(CH2SO3H)MGWMDF-NH2.

(I\Zlgmpuesto Familia Nombre/Secuencia
4240 Exendina Exendina4(1-27)

Amilina hAmi(1-7),11Arg)sCT(8-27),hAmi(33-77)
HGEGTFISDLSKQMEEEAVRLFIEWLKKCNTATCVLGRLSQ
ELHRLQTYPRTNTGSNTY-NH2

4487 Exendina EX(1-28)

CCK8 CCK8(Y2YSO3H) .
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNDY(SO3H)MG
F-NH2

4489 Exendina EX(1-28)

CCK8 CCK8(Y2FCH2SO3H
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNDY(CH2SO3h)MGW
MDF-NH2

5133 Exendina Exendina-4-(1-28)

Amilina Gly-Gly-Gly-hAmi-(1-7)-[Arg11,Arg18]sCT-(8-27)-hAmi-(33-37), amida
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGGKCNTATCVLG
RLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-NH2

5453 ?(niir;;jr:gad' Exendina-4-(1-28)-bAla-bAla-Amilina de rata, amida
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN(beta-A)(beta-
A)KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY-
NH2

5138 Exendina4 Exendina-4-(1-28)-betaAla-betaAla-Compuesto 10 - amida

Amilina-sCT- HGEGTFISDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN(beta-A)(beta-

amilina A)KCNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-NH2

5401 PYY(3-36 [#Suc-(bAla)-PYY-(3-36), amida]

Amilina-sCT- [#NH-des-Lys1-Compuesto 10-amida]

amilina [#NH-CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2][#Suc-(beta-
A)KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2]

5403 PYY (3-36) [#Mal-Bu-(bAla)-PYY-(3-36), amida]

Amilina-sCT- [#S-Prp-(bAla)-Compuesto 10, amida]

amilina [#S-Prp-(beta-
A)KCNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2][)[#Mal-Bu-(beta-
A)KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2

5426 PYY (3-36) [#Suc-(bAla)-PYY-(3-36), amida]

Amilina [#NH-Des-Lys1-Rata, Amilina, amida]
[#NH-CNTAT(;ATQRLANFLVRS SNNLGPVLPPTNVGSNTY-
NH2][#Suc-{beta-
AJIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRORY-NH2]

5457 QnTilllier:_SCT_ [#S-Prp-(bAla)-Compuesto 10, amida]

CCK8 [#Mal-Bu-(bAla)-CCK-8, amida]
[#Mal-Bu-(beta-A)DF(CH2SO3H)MGWMDF-NH2][#S-Prp-(beta-
AKCNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTINTGSNTY-NH2]

4277 CCK8 27(p-CH2S03)-PheCCK8(26-33),G,K,R,15Glu,hAmi(1-17),18Arg,Sct(18-
26),hAmi(32-37

Amilina ,]h)%(r;i(l-lj), 18Arg,Sct(18-26),hAmi(32-37
CH2S03)MGWMDFGKRKCNTATCATQRLANELVRLQTYPR

_ TNVGSNTY-NH2 .

5498 Am.'l.'na'SCT' [#NH-des-Lys1-Compuesto 10-amida]

amilina

CCK8 [#Suc-(bAla)-CCK8, amida]

[#NH-CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2][#Suc-(beta-A)DF(CH2SOIH)MGWMDE-NH2]
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(I\Zlgmpuesto Familia Nombre/Secuencia
5666 Qnr:illlilgz-sCT- [#NH-des-Lys1-Compuesto 10, amida]

CCK8 [#Suc-(bAla)-Phe(CH2S03H)2-des-MGWMDF-CCK-8, amida]
[#NH-CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2][#Suc-(beta-A)DF(CH2SO3H)-NH2

5493 aMSH [Ac-alfa-MSH-(bAla)-(bAla)-K=Lys#]

Exendin4 [Exendina-4-(1-28)-(bAla)-(bAla)-Lys(#Cys), amida
[Ac-SYSMEHFRWGKPV(beta-A)(beta-
A)K#][HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN(beta-A)(beta-
AX#HC)-NH2

5499 aMSH Ac-alfa-MSH-bAla-bAla-Compuesto 10-amida

Amilina-sCT- Ac-SYSMEHFRWGKPV(beta-A)(beta-

amilina AKCNTATCVLGRLSQELHRLOTYPRTNTGSNTY-NH2

5527 g“\’('\s(g_%) [Ac-alfa-MSH-bAla-bAla-PYY-(3-36), amida]
Ac-SYSMEHFRWGKPV(beta-A)(beta-
AJKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRORY-NH2
5522 FN38 [#S-Prp-(bAla)-FN38, amida]

CCK8 [#Mal-Bu-(bAla)-CCK8, amida]

[#S-Prp-(beta-
A)FLFHYSKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN-
NH2][#Mal—Bu-(bet—A)DF(CHZSOSH)MGWMDF-NHZ]

5528 FN38 [#Suc-bAla-FN38, amida]

Amilina-sCT- [#NH-des-Lys1-Compuesto 10- amida]

amilina [#Suc-(beta-
A)FLFHYSKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN-
NH2][#NH-des-Lys1-
CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-NH2]

5497 FN38 [#S-Prp-(bAla)-FN38, amida]
PYY(3-36) [#Mal-Bu-(bAla)-PYY-(3-36), amida]
[#S-Prp-(beta-
A)FLFHY SKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN-
NH2][#Mal-Bu~(beta-~ )
A)IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2]
5561 PYY-NPY [#Suc-Compuesto 4883, amida]

Amilina-sCT- [#NH-des-Lys1-Compuesto 10, amida]

amilina [#Suc-PKPEHPGEDASPEELARYYASLRAYINLITRQRY-
NH2)[#NH-CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH21

5562 PYY-NPY [#Suc-bAla-Compuesto 4883, amida]

Amilina-sCT- [#NH-des-Lys1-Compuesto 10, amida]

amilina [#Suc(beta- ,
A)PKPEHPGEDASPEELARYYASLRAYINLITRQRY-
NH2][#NH-CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2]

5582 QnTilllier:_SCT_ [#Des-Lys1 Compuesto 10, amida]

PYY (3-36) [Asp(#)-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-PYY (3-36), amida]
[#CNTATCVLGRLSQELHRLQTYPRTNTGSNTY-
NH2][D@#)PPPPPPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVT
RQRY-NH2] : _

5598 Am_ll_lna-sCT- [#Des-Lys1-Compuesto 10, amida]

amilina

PYY(3-36) [Asp(#)-miniPEG3-Gly-PYY(3-36), amida]
[#CNTATCVLGRLSQELBRLQTYPRTNTGSNTY-NH2][D#)-
miniPEG3-
GIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2

5454 PYY(3-36) [#Mal-Bu-(bAla)-PYY-(3-36), amida]

CCK [#S-Prp-(bAla)-CCK-8, amida]

[#S-Prp-(beta-A)DF(CH2SO3H)MGWMDF-NH2][#Mal-Bu-(beta-
A)IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2
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Compuesto | Familia
NO
5603 CCK8* [#S-PrD-(bAla)-Phe(CH2SO3H)2-CCK8-(1-2), amida]
PYY(3-36) [#Mal-Bu-(bAla)-PYY(3-36), amida]
[#S-Prp~(beta-A)DF(CH2SO3H)-NH2][#Mal-Bu-(beta-
A)IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2]

5604 CCK8* [#S-Prp-(bAla)-Tyr2-CCK-8, amida]

PYY(3-36) [#Mal-Bu-(bAla)-PYY(3-36), amida]
[#S-Prp-(beta-A)DYMGWMDEF-NH2][#Mal-Bu-(beta-
AJKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2]

5550 CCK-8 [#S-Prp-(bAla)-CCK-8, amida]

PYY-NPY [#Mal-Bu-(bAla)-Compuesto 4883, amida]
[#S-Prp-(beta-A)DF(CH2SO3H)MGWMDEF-NH2][#Mal-Bu-(beta-
A)PKPEHPGEDASPEELARYYASLRAYINLITRQRY-NH2]

5626 FN38 [#Suc-(bAla)- FN38, amida]

PYY-NPY [#NH-Gly-(bAla)-Compuesto 4883, amida]
[#NH-G(beta-
A)PKPEHPGEDASPEELARYYASLRAYINLI‘I‘RQRY—
NH2][#Suc-
(bAla)FLFHY SKTQKLGKSNVVEELQSPFASQSRGYFLFRPRN
-NH21

5567 PYY (3-36) [#Cys-Gly-Gly-PYY (3-36), amida]

PYY (3-36) [Asp(#)-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-PYY (3-36), amida]
[#CGGIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY] [De#
JPPPPPPIKPEAPGEDASPEELNRYYAS LRHYLNLVTRQRY]
5568 PYY (3-36) [Asp(#)-miniPEG-Gly-PYY (3-36), amida]
PYY (3-36) [#Cys-Gly-Gly-PYY (3-36), amida]
[#CGGIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVI‘RQRY][D(#
)-miniPEG-
. G]KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYINLVTRQRY]
5581 PYY (3-36) [#Cys-Gly-Gly-PYY (3-36), amida]
PYY (3-36) [#Cys-Gly-Gly-PYY (3-36), amida] i
[#CGGIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVI‘RQRY][D(#
)-iniPEG-
G]KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYINLVTRQRY]

5425 PYY (3-36) [#NH-Cys-(bAla)-PYY-(3-36), amida]

PYY (3-36) [#Suc-(bAla)-PYY-(3-36), amida]
[#NH-C(beta-
A)IKPEAPGEDASPEENRYYASLRHYLNLVTRQRY-
NH2][#Suc-(beta-
A)IKPEAPGEDASPEENRYYASLRHYLNLVTRORY-NH2]

Nombre/Secuencia

Ejemplo 2. Ensayos de unién

Los polipéptidos hibridos de la invencién pueden someterse a ensayo en diversos ensayos de union a receptores
usando metodologias de ensayo de unién generalmente conocidas por los expertos en la técnica. Dichos ensayos
incluyen los descritos en este documento.

Ensayo de unién a amilina: la evaluacion de la uniéon de algunos compuestos ejemplares de la invencién a
receptores de amilina puede realizarse en membranas del niicleo accumbens preparadas a partir de cerebro de rata
de la siguiente manera. Ratas Macho Sprague-Dawley® (200-250 gramos) se sacrifican por decapitaciéon. Los
cerebros se extirpan y se colocan en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) enfriada. Desde la superficie
ventral, se realizan cortes rostrales en el hipotadlamo, unidos lateralmente por el tracto olfatorio y que se extienden
formando un angulo de 45° medialmente desde estos tractos. Este tejido prosencefalico basal, que contiene el
ndcleo accumbens y las regiones circundantes, se pesa y se homogeneiza en tamp6n HEPES 20 mM (acido HEPES
20 mM, pH ajustado a 7,4 con NaOH a 23 °C) enfriado con hielo. Las membranas se lavan tres veces en tampén
reciente por centrifugacion durante 15 minutos a 48.000 x g. El sedimento de membrana final se resuspende en
tampon HEPES 20 mM que contiene fluoruro de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,2 mM.
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Para medir la unién a ***l-amilina (véase, Beaumont K et al. Can J Physiol Pharmacol. julio 1995; 73(7): 1025-9), las

membranas de tejido de peso himedo original de 4 mg se incuban con 125 _amilina a 12-16 pM en tampon HEPES
20 mM que contiene bacitracina 0,5 mg/ml, albimina de suero bovino 0,5 mg/ml y PMSF 0,2 mM. Las soluciones se
incuban durante 60 minutos a 2 °C. Las incubaciones finalizan por filtracion a través de filtros de fibra de vidrio GF/B
(Whatman Inc., Clifton, N. J.) que se sumergen previamente durante 4 horas en polietilenimina al 0,3 % para reducir
la union no especifica de péptidos radiomarcados. Los filtros se lavan inmediatamente antes de la filtracion con 5 ml
de PBS fio, e inmediatamente después de la filtracién con 15 ml de PBS 15 frio. Los filtros se retiran y la
radioactividad se evalla en un contador gama a una eficiencia de recuento del 77 %. Se generan curvas de
competicién midiendo la unién en presencia de compuesto de ensayo no marcado de 10 a 10° ™ y se analizan
por regresion no lineal usando una ecuacién logistica de 4 parametros (programa Inplot; GraphPAD Software, San
Diego).

Ensayo de unién a receptores de CGRP: la evaluacion de la union de los compuestos de la presente invencién a
receptores de CGRP es esencialmente como la que se describe para la amilina excepto que se usan membranas
preparadas a partir de células SK-N-MC, que se sabe que expresan receptores de CGRP (Muff, R. et al., Ann NY
Acad. Sci. 1992: 657, 106-16). Los ensayos de unién se realizaron como se describe para la amilina excepto que se

usaron **°I-hCGRP 13.500 cpm/pocillo o0 21,7 pM/pocillo (Amersham).

Ensayo de unién a adrenomedulina: la unién al receptor de adrenomedulina puede investigarse usando células
HUVEC que contienen el receptor de adrenomedulina (Kato J et. al., Eur J Pharmacol. 1995, 289: 383-5) usando el
ensayo AlphaScreen™ de Perkin Elmer para AMP ciclico usando un 6ptimo de 25-30.000 células por pocillo. La
elevacion de los niveles de AMPc no es grande para las células HUVEC en comparacion con las CHO. Asi pues,
pueden seleccionarse células CHO como un control negativo dado que, si se desea, no expresan el receptor de
adrenomedulina.

Ensayo de unidn al receptor de calcitonina: la unién al receptor de calcitonina puede investigarse usando células
CHO o células T47D que, como se sabe en la técnica, también expresan el receptor de calcitonina (Muff R. et al,
Ann N Y Acad Sci. 1992, 657: 106-16 y Kuestner R. E. et al. Mol Pharmacol. 1994, 46: 246-55).

Ensayo de unién a leptina: para evaluar la union a leptina y la activacion del receptor (véase por ejemplo White, et
al., 1997. Proc.Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94: 10657-10662) se utilizan dos bioensayos in vitro rutinarios. Para medir la
inhibiciéon de la unién a Leptina, en ausencia o en presencia de leptina de ratén recombinante (control positivo) o
péptido, a células COS-7 transfectadas con la forma larga (sefializacién) del receptor OB de ratén (“OB-RL") puede
usarse una proteina de fusion de fosfatasa alcalina (“AP”)-leptina (“OB”) (“AP-OB”), Los ensayos de transduccién de
sefial pueden realizarse en células GT1-7 cotransfectadas con construcciones de indicador AP y OB-RL. La
actividad de la fosfatasa alcalina secretada (“SEAP”) en respuesta a la estimulacion con leptina de raton o péptido
puede medirse por quimioluminiscencia.

Ensayo de union al receptor de Y1: se prepararon membranas de cultivos confluentes de células SK-N-MC que
expresaban de manera enddgena los receptores del neuropéptido Y1. Las membranas se incubaron con [12 1]-
Péptido YY humano (2200 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences) 60 pM, y con compuesto activo no marcado durante
60 minutos a temperatura ambiente en una placa de poliestireno de 96 pocillos. Después, el contenido de los
pocillos se recogié en una placa de fibra de vidrio de 96 pocillos usando un recogedor de placa de Perkin Elmer. Las
placas de fibra de vidrio secas se combinaron con centelleo y se contaron en un contador de centelleo de Perkin
Elmer.

Ensayo de unidn al receptor de Y2: se prepararon membranas de cultivos confluentes de células SK-N-BE que
expresaban de manera endogena los receptores del neuropéptido Y2. Las membranas se incubaron con [12 1]-
Péptido YY humano (2200 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences) 30 pM, y con compuesto activo no marcado durante
60 minutos a temperatura ambiente en una placa de poliestireno de 96 pocillos. Después, el contenido de los
pocillos se recogié en una placa de fibra de vidrio de 96 pocillos usando un recogedor de placa de Perkin Elmer. Las
placas de fibra de vidrio secas se combinaron con centelleo y se contaron en un contador de centelleo de Perkin
Elmer.

Ensayo de union al receptor de Y4: células CHO-K1 se transfectaron de manera transitoria con ADNc que codifica el
gen del neuropéptido Y4, y desPués de 48 horas se prepararon membranas de cultivos de células confluentes. Las
membranas se incubaron con [ 25I]-Polipéptido Pancreatico humano (2200 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences) 18
pM, y con compuesto activo no marcado durante 60 minutos a temperatura ambiente en una placa de poliestireno de
96 pocillos. Después, el contenido de los pocillos se recogié en una placa de fibra de vidrio de 96 pocillos usando un
recogedor de placa de Perkin Elmer. Las placas de fibra de vidrio secas se combinaron con centelleo y se contaron
en un contador de centelleo de Perkin Elmer.

Ensayo de union al receptor de Y5: células CHO-K1 se transfectaron de manera transitoria con ADNc que codifica el
gen del neuropéptido Y5, y después de 48 horas se prepararon membranas de cultivos de células confluentes. Las
membranas se incubaron con [125I]-Péptido YY humano (2200 Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences) 44 pM, y con
compuesto activo durante 60 minutos a temperatura ambiente en una placa de poliestireno de 96 pocillos. Después,
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el contenido de los pocillos se recogié en una placa de fibra de vidrio de 96 pocillos usando un recogedor de placa
de Perkin Elmer. Las placas de fibra de vidrio secas se combinaron con centelleo y se contaron en un contador de
centelleo de Perkin Elmer.

Ensayo de union al receptor de GLP-1: la actividad y la afinidad de unién al receptor de GLP-1 puede medirse
usando un ensayo de desplazamiento de unién en el que la fuente receptora son membranas de células RINm5F, y
el ligando es [12 I]lGLP-1. Las membranas de células RINm5F homogeneizadas se incubaron en tamp6n HEPES 20
mM con indicador [125I]GLP-1 40.000 rpm, y diversas concentraciones de compuesto de ensayo durante 2 horas a 23
°C con mezcla constante. Las mezclas de reaccion se filtraron a través de almohadillas de filtro de vidrio
previamente empapadas con una solucién PEI al 0,3 % y aclaradas con solucién salina tamponada con fosfato
enfriada en hielo. Los recuentos unidos se determinaron usando un contador de centelleo. Las afinidades de unién
se calcularon usando el programa informatico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

En la siguiente tabla se muestra la unién al receptor y la activacion del receptor in vitro, incluyendo la activacion
especifica del receptor de los médulos componentes, para los hibridos ejemplares.
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Ejemplo 3: ensayo de ingesta de alimento en ratén

Los polipéptidos hibridos de la invencién pueden someterse a ensayo con respecto a la supresion de apetito en el
ensayo de ingesta de alimento en ratén y con respecto a su efecto sobre el aumento de peso corporal en ratones
con obesidad inducida por dieta (OID). A continuacion se describen los protocolos experimentales de las
exploraciones.

Ratones hembra NIH/Swiss (de 8-24 semanas de vida) se instalaron en grupos con un ciclo de luz:oscuridad de
12:12 horas con encendido de luz a las 6 de la mafiana. Salvo que se indique, tanto el agua como el pienso de ratén
en granulos convencional se encontraban disponibles a voluntad. Los animales se dejaron en ayunas comenzando
aproximadamente a las 15 horas, 1 dia antes del experimento. A la mafiana del experimento, los animales se
dividieron en grupos experimentales. En un estudio tipico, n=4 jaulas con 3 ratones/jaula.

Al tiempo=0 min, todos los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de vehiculo o compuesto, tipicamente
en una cantidad que variaba de aproximadamente 10 nmol/kg a 75 nmol/kg, e inmediatamente recibieron una
cantidad previamente pesada de pienso convencional (10-15 g). Se retird el alimento y se pesaron a diversos
momentos, tipicamente a los 30, 60 y 120 minutos, para determinar la cantidad de alimento consumido (Morley,
Flood et al., Am. J. Physiol. 267: R178-R184, 1994). La ingesta de alimento se calcula restando el peso del alimento
sobrante, por ejemplo, en el momento de los 30, 60, 120, 180 y/o 240 minutos, del peso del alimento proporcionado
inicialmente al tiempo=0. Los efectos de tratamiento significativos se identifican mediante ANOVA (p<0,05). Cuando
existia una diferencia significativa, las medias de los ensayos se comparaban con las del control usando el ensayo
de Dunnett (Prism v. 2.01, Programa informatico GraphPad Inc., San Diego, California).

La actividad del ensayo de ingesta de alimento y la secuencia de las moléculas parentales usadas para la sintesis
de hibridos del presente documento son:
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Ejemplo 4: ensayos de peso corporal, redistribuciéon de grasa y masa corporal magra

Los ensayos de peso corporal y sus efectos relacionados pueden realizarse de la siguiente manera.

La obesidad inducida por dieta (OID) en la rata Sprague-Dawley es un modelo valioso para estudiar la obesidad y la
regulacion de la homeostasis de energia. Estas ratas se desarrollaron a partir de una linea de ratas
(Crl:CD®(SD)BR) que es propensa a la obesidad con una dieta relativamente alta en grasas y energia. Véase, por
ejemplo, Levin (1994) Am. J. Physiol. 267: R527-R535, Levin et al. (1997) Am. J. Physiol. 273: R725-R730. Las ratas
macho OID se obtuvieron en Charles River Laboratories, Inc. (Wilmington, MA). Las ratas se instalaron
individualmente en cajas de cartdn a 22 °C en un ciclo de luz:oscuridad de 12/12-horas. Las ratas se mantuvieron a
voluntad con dieta moderadamente alta en grasas (32 % kcal de grasa; Research Diets D1226B). Generalmente, los
animales alcanzaron un peso corporal medio de aproximadamente 500 g. Durante 7 dias ratas OID Levin se
familiarizaron al confinamiento. Durante las 3 noches de familiarizacién, los animales recibieron una sola inyeccion
intraperitoneal (IP) de vehiculo. El dia del ensayo, las ratas recibieron una administracién de una sola inyeccion IP
de compuesto o vehiculo (DMSO al 10 %) al inicio del ciclo de oscuridad durante 6-14 noches consecutivas. La
ingesta de alimento se midié a través de un sistema automatico que mide la ingesta de alimento (BioDAQ, Research
Diets) a intervalos de 5 segundos durante todo el estudio. El peso corporal se registré todas las noches.

La composicion corporal se midié antes y después del tratamiento con el farmaco usando RMN (Echo Medical
Systems, Houston, TX). Para las mediciones de la composicion corporal, las ratas se colocaron durante poco tiempo
(L min) en un tubo plexiglas bien oxigenado que después se inserté en un aparato de RMN especial para roedores.
Esto permitié calcular los cambios en gramos reales de tejido adiposo y tejido magro seco (por ejemplo gramos de
grasa corporal después del tratamiento - gramos de grasa corporal al inicio = cambio en gramos de grasa corporal) y
los cambios en % de composicidon corporal del tejido adiposo y magro seco (por ejemplo, % de grasa corporal
después del tratamiento - % de grasa corporal al inicio = cambio en % de grasa corporal). Todos los datos se
representaron como media = ETM. Se usaron analisis de varianza (ANOVA) y ensayos post-hoc para ensayar las
diferencias de grupos. Se considerd significativo un valor de P <0,05. Se realizaron andlisis estadisticos y graficos
usando PRISM® 4 para Windows (Programa Informatico GraphPad, Inc., San Diego, CA). En algunos estudios
previos, se us6 SYSTAT® para Windows (Programa Informatico Systat, Inc., Point Richmond CA) en los andlisis.
Para los hibridos que contenian un amilinomimético, una exendina, un analogo de PYY y/o una leptina, los cambios
producidos en la grasa corporal no estaban acompafados por disminuciones significativas en tejido magro. Los
graficos y los resultados se presentan tipicamente como cambios corregidos por vehiculo en porcentaje de cambios
de peso corporal, grasa corporal y proteina corporal.

En otros experimentos, ratones macho C57BL/6 (de 4 semanas de vida al inicio del estudio) se alimentaron con
pienso de alto contenido en grasa (AG, 58 % de kcal de dieta como grasa) o de bajo contenido en grasa (BG, 11 %
de kcal de dieta como grasa). Después de 4 semanas con el pienso, a cada ratdn se le implanté una bomba
osmotica (Alzet N° 2002) que durante dos semanas suministrd, de manera continua, por via subcutanea, una dosis
predeterminada de polipéptido hibrido. Semanalmente se midieron el peso corporal y la ingesta de alimento (Surwit
et al., Metabolism-Clinical and Experimental, 44: 645-51, 1995). Los efectos del compuesto de ensayo (es decir, %
de cambio de peso inicial) de al menos 14 ratones por grupo de tratamiento (p<0,05 ANOVA, ensayo Dunnett, Prism
v. 2.01, Programa Informatico GraphPad Inc., San Diego, California) se expresan como la medida +/- dt del % de
cambio de peso corporal.

Hibridos de exendina/PYY. Los polipéptidos hibridos ejemplares de la divulgacion se sintetizaron usando exendinas
truncadas en el extremo C (por ejemplo, exendina-4(1-28) o *Ala,**Leu,”*Phe-exendina-4(1-28)) y un PYY truncado
en el extremo N que abarcaba las regiones 18-36 a 31-36. Asi pues, los polipéptidos hibridos ejemplares
comprenden generalmente dos mdédulos, siendo el primer médulo un fragmento de un analogo de exendina 4 y el
segundo médulo un potenciador peptidico seleccionado de truncamientos de PYY. Por comparacién, también se
incorporaron espaciadores dipeptidicos de [ alanina entre los bloques de construccion peptidicos en diversas
variantes (véase la Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Hibridos de exendina/PYY, datos de unidn al receptor y sus efectos en el ensayo de ingesta de alimento

Unién al Receptor Ingesta de Alimento en Ratén, % inicial
(CI50) nM
Descripcion Compuesto Y2 GLP1R 30 60 120 Dosis
n° min min min
EYY(E;_%) Z(bSEC ID N°: 58) 0,04 -31 -38 -40 -26
Ala,”"Leu,”Phe-exendina-
4(1-28) (SEC ID N°: 240) - 1.9 0 162 149 49
>Ala,*Leu,”Phe-exendina-
4(1-17)-PYY(18-36) (SEC ID | - 1,7 1000 -4 -11 -10 10 nmol/kg
N°: 16)
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Unién al Receptor Ingesta de Alimento en Ratén, % inicial
(C150) nM
Descripcion Compuesto Y2 GLP1R 30 60 120 Dosis
n° min min min

>Ala,Leu,”Phe-exendina-
4(1-28)-PYY(22-36) (SEC ID | - 17 2,1 21 9 -4 10 nmol/kg
NO: 14)
°Ala,"Leu,”Phe-exendina-
4(1-28)-BAla-BAla-PYY(22- - 9 0,81 -3 -5 -22 10 nmol/kg
36) (SEC ID N°: 17)
>Ala,*Leu,”Phe-exendina-
4(1-28)-PYY(25-36) (SEC ID | 2 nd nd 8 -13 | -30 10 nmol/kg
N°: 15)
°Ala,"Leu,”Phe-exendina-
4(1-28)-BAla-BAla-PYY(25- | 3 13 0,22 -9 25 | -42 10 nmol/kg

36) (SEC ID N°: 18)
°Ala,"Leu,”Phe-exendina-
4(1-28)-BAla-PAla-PYY(31- | 4 1000 0,25 14 |36 |-52 10 nmol/kg
36) (SEC ID N°: 19)
exendina-4(1-28)-PYY(25-

36) (SEC ID N°: 8) - 16 0,29 -30 -37 -45 10 nmol/kg
exendina-4(1-28)-BAla-BAla- | ) ) _

PYY(25-36) (SEC ID N°: 5) 7.8 0.16 24 | -40 | -52 | 10 nmolkg
exendina-4(1-28)-BAla-BAla- | 1000 0.19 49 56 o1 10 nmolikg

PYY(31-36) (SEC ID N°: 6)

Como se muestra en la Tabla 4-1, determinados compuestos ejemplares de la divulgacion mostraron eficacia en el
ensayo de ingesta de alimento. También se ensayaron determinados péptidos a 75 nmol/kg en el ensayo OID y
demostraron que eran mas eficaces que PYY (Figura 1). Como se observa en otros hibridos del presente
documento, los hibridos pueden conservar la union a uno, dos o mas receptores que reconocen las moléculas
parentales. Se disefiaron hibridos que reconocian al menos un receptor de cada molécula parental o solo de una
molécula parental, segun se desease. Como se observaba en otros hibridos del presente documento, el uso de un
enlazador (que puede actuar como un espaciador entre cada parte de hormona adyacente) puede proporcionar
actividad, incluyendo la unién al receptor (o a receptores) y actividad in vitro e in vivo, tal como pérdida de peso,
aumentadas. Los resultados del presente documento indican que una parte C-terminal de PYY puede modular la
actividad.

Hibridos de exendina/amilina. Los polipéptidos hibridos ejemplares de la invencion se prepararon a partir de
péptidos de exendina (1-27) truncados en el extremo C (SEC ID N°: 236), de amilina truncados en el extremo C (por
ejemplo amilina(1-7) (SEC ID N°: 217), >’Ala-Amilina(1-7 (SEC ID Ne: 285) y fragmentos de Amilina(33-27) (SEC ID
N°: 243) y de sCT opcionales (por ejemplo, sCT(8-10), "*®Arg-sCT(8-27) (SEC ID N°: 289) y “*Glu,***®Arg-sCT(8-
27) (SEC ID N°: 286). Aunque ambos polipéptidos hibridos eran muy activos en la supresion del apetito (véase la
Tabla 4-2), superior a la misma dosis de la amilina de rata, la aparicion de la accion diferia de los perfiles de
actividad de las moléculas parentales (datos no mostrados). A una dosis de 1 nmol/kg, el Compuesto 5 fue tan eficaz
como la amilina de rata.
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Ambos compuestos también mostraron excelente eficacia cuando se exploraron en el ensayo OID (Figura 2).

Se ensayaron compuestos ejemplares adicionales para determinar su efecto sobre los niveles de glucemia en un
ensayo de ingesta de alimento. Estos ensayos incluyeron los compuestos 14 y 15. El compuesto 14, que incluye un
enlazador de betaAla, es *°BAla-BAla-Exendina(1-28),hAmilina(1-7)-"**®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37) (SEC ID N°:
33), (como alternativa escrito como Exendina(1-28)-BAla-BAla-hAmilina(1-7)-**®Arg-sCt(8-27)-hAmilina(33-37),
mientras que el Compuesto 15 contenia un enlazador de Gly: *°GlyGlyGly-Exendina(1-28),hAmilina(1-7)""*®Arg-
sCt(8-27)-hAmilina(33-37) (SEC ID N° 312). La exendina(1-28) mas larga proporcion6 mayor actividad en
comparacion con la exendina(1-27).

Se realizé un Ensayo de Glucemia para ensayar el efecto sobre niveles de hipoglucemia. Ratones hembra
NIH/Swiss (de 8-20 semanas de vida) se instalaron en grupos con un ciclo de luz:oscuridad de 12:12 horas con
encendido de luces a las 6 de la mafiana. Salvo que se indique, los ratones disponian a voluntad de agua y de una
dieta de bolitas de pienso para ratdon convencional. A la mafiana del experimento, los animales se dividieron en
grupos experimentales y se dejaron en ayunas comenzando aproximadamente a las 6:30 horas. En un estudio
tipico, n=2 jaulas con 3 ratones/jaula. En el momento=0 min, se tomé una muestra de glucosa en sangre e
inmediatamente después se realizd una inyeccion intraperitoneal de vehiculo o compuesto en una cantidad que
variaba de aproximadamente 1 nmol/kg a 25 nmol/kg. A los 30, 60, 120, 180 y 240 minutos se midio la glucemia. El
porcentaje del tratamiento previo se calculé dividiendo la glucemia, por ejemplo a los 30, 60, 120, 180 y/o 240 min.,
entre la glucemia en el tiempo=0 min. Se identificaron efectos de tratamiento significativos por ANOVA (p<0,05).
Cuando existia una diferencia significativa, las medias del ensayo se comparaban con las medias del control usando
el ensayo de Dunnett (Programa informatico GraphPad Prism v. 2.01, Inc., San Diego, California). En la Figura 5A se
presentan los resultados sobre los compuestos ejemplares. Los puntos representan la media + dt. El péptido se
inyecto, por via intraperitoneal (IP) a t=0 inmediatamente después de la muestra inicial a ratones NIH/Swiss en
ayunas durante 2 horas. Las muestras se tomaron a t= 30, 60, 120, 180 y 240 min. La glucemia se midié con un
Ultra® OneTouch® (LifeScan, Inc., a Johnson & Johnson Company, Milpitas, CA). * p<0,05 frente a control con
vehiculo; ANOVA, ensayo Dunnett.

Se realiz6 un ensayo de ingesta de alimento como se ha descrito anteriormente en el presente documento. En la
Figura 5B se presentan los resultados. Los puntos representan la media + dt de n=4 jaulas (3 ratones/jaula). El
péptido se inyectd, por via intraperitoneal (IP) a t=0, a ratones NIH/Swiss en ayunas durante toda la noche. El
alimento se introdujo inmediatamente después de la inyeccion y la cantidad consumida se midié a t=30, 60 y 120
min. * p<0,05 frente control con vehiculo; ANOVA, ensayo Dunnett.

El Compuesto parental 10 y los compuestos de exendina tenian efectos opuestos en el Ensayo de Glucosa. Podria
esperarse que juntandolos produjesen efectos neutralizantes o, en el mejor de los casos, una diluciéon del efecto
observado con el compuesto parental mas fuerte. Sin embargo, en el Ensayo de Glucosa, los compuestos hibridos
ejemplares eran tan eficaces como la exendina(1-28) y tenian una duracién de accién mas prolongada.

A partir de los datos de ingesta de alimento, los compuestos ejemplares fueron anorexigénicos. La actividad era
generalmente mejor que la de los compuestos parentales administrados individualmente. La actividad fue
comparable a la de los compuestos parentales administrados juntos pero a la mitad de la concentracion del farmaco
(hibrido 3 nmol/kg frente a compuestos parentales codosificados 6 nmol/kg total); por tanto se demuestra
adicionalmente la superioridad del hibrido. La adiciéon de un enlazador aumenta la actividad de los hibridos. En este
caso, el enlazador Gly-Gly-Gly fue mas eficaz que el enlazador betaAla-betaAla.

Hibridos de exendina/CCK-8. Los polipéptidos hibridos ejemplares de la divulgacion se prepararon a partir de
exendina-4 de longitud completa o truncada en el extremo C unida al extremo N de CCK-8 bien directamente o a
través de un enlazador, conservando la amida N terminal de la CCK-8. (Tabla 4-3). Ademas, se prepararon
determinados hibridos incorporando Tyr(SOs) de origen natural, al mismo tiempo que se prepar6 otro hibrido que
incorporaba el grupo Phe(CH,SO3) mas estable. Todos los polipéptidos hibridos preparados fueron activos
inhibiendo la ingesta de alimento (Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Hibridos de exendina/CCK-8 y su efecto en el ensayo de ingesta de alimento

Unién al Receptor Ingesta de Alimento en Ratén %
(CI50) nM inicial
Descripcion Comp. N° GLP1-R 30 60 120 Dosis
min min min
Exendina-4(1-28) amida 11 (SEC ID 0,63
Ne°: 237)
Exendina-4-CCK-8 - (SEC ID Ne; -12 -28 -28 10 nmol/
20) kg
Exendina-4(1-28)-CCK-8 7 (SEC ID No: 75 -20 -36 -45 10 nmol/
21) kg
Exendina-4(1-28)-CCK-8 8 (SEC ID No: 31 -24 -47 -66 10 nmol/
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Unién al Receptor Ingesta de Alimento en Ratén %
(C150) nM inicial
Descripcion Comp. N° GLP1-R 30 60 120 Dosis
min min min
[Phe(CH,S03)] 22) kg
Exendina-4(1-28)-[8-amino- 9 (SEC ID Ne: -12 -28 -40 10 nmol/
3,6-dioxaoctanoil]-CCK-8 23) kg

Se ensayaron polipéptidos hibridos ejemplares de exendina/CCK-8 en el ensayo OID a 25 nmol/kg (Figuras 3A y
3B). Los datos muestran una pérdida de peso inicial, seguido de un efecto rebote en todos los compuestos. Cabe
destacar que, el efecto rebote parece disminuir en hibridos que incorporan el resto de Phe(CH»SO3) hidroliticamente
mas estable (comparense las Figuras 3A y 3C), asi como en hibridos que incorporan un enlazador, por ejemplo, el
enlazador 8-amino-3,6-dioxaoctanoilo, entre los restos de exendina y de CCK (comparense las Figuras 3A 'y 3B). Se
necesitd producir una cantidad diez veces mayor de CCK-8 (250 nmol/kg/dia) para producir un cambio de
aproximadamente -2,8 % el dia 2, que repercutié sobre el nivel de control de la dieta AG el dia 7.

Hibrido de amilina/PYY. Se sintetiz6 un polipéptido hibrido de Amilina/PYY que contenia segmentos truncados de
cada péptido. En la Tabla 4-4 se muestra la actividad in vivo en el ensayo de ingesta de alimento.

Tabla 4-4: Hibrido de Amilina/PYY

Ingesta de Alimento Ratén % Inicial
Descripcion 30 min | 60 min | 120 min Dosis

Amilina(1-18)-PYY(19-36) (SEC ID N°: 38) | -13 -14 -13 25 nmol/Kg

Para determinar si los polipéptidos hibridos ejemplares de la invencién eran mas fuertes que sus hormonas
peptidicas componentes parentales, se ensayaron compuestos ejemplares en el ensayo de ingesta de alimento a
una dosis eficaz minima de la molécula parental mas activa. Los resultados se muestran en las Figuras 4A 'y 4B, que
también comparan los efectos de péptidos parentales agrupados (los Compuestos 1, 11 y 12 son hormonas
peptidicas componentes, analogos o fragmentos de las mismas). Los datos indican que diversos péptidos son al
menos tan equipotentes como los péptidos parentales agrupados. En paralelo con los estudios in vivo, para todos
los compuestos (datos no mostrados) se habian realizado ensayos de unién a receptor in vitro y funcionales
(actividad ciclasa).

Hibridos de amilina-sCT/leptina. Se prepararon hibridos ejemplares adicionales que contenian un fragmento
peptidico de leptina unido al Compuesto 10, una quimera de amilina-sCT-amilina descrita en el presente documento.
El compuesto 16 es [Ser117, dLeul19]leptina(116-122)-Amilina(1-7)-[***®Arg]sCT(8-27)-Amilina(33-37) (SEC ID N
397). El compuesto se unié (EUR = ensayo de union a receptor) a receptores de amilina y de CT, con alguna unién
al receptor de CGRP. El compuesto también pudo activar al receptor de CT (ensayo C1A).
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La actividad de esta molécula representativa se ensay6 en un ensayo de ingesta de alimento como se describe en el
presente documento. Aunque la leptina no fue activa en este ensayo, el Compuesto 16 fue anorexigénico a 1 mg/kg.
El compuesto 16 también fue superior a la amilina de rata (a 25 nmol/kg) en su efecto anorexigénico. Aunque el
Compuesto 10 redujo la ingesta de alimento un 91-95 % en comparacién con los controles, de manera mucho mas
eficaz, el Compuesto 16 redujo la ingesta acumulativa al 34-38 % en comparacion con los controles. Realizaciones
ejemplares adicionales incluyen una unién cabeza con cabeza del extremo N del péptido de leptina con el del
compuesto Amilina(1-7)-[***®Arg]sCT(8-27)-amilina(33-37).

Hibridos de CCK/Amilina-sCT. Un hibrido ejemplar de CCK con una quimera de amilina-sCT demostré6 una

especificidad y activacion del receptor relevante. El compuesto ejemplar que tenia la secuencia DF(P-
CH2SO3)MGWMDFGKR KCNTATCATQRLANELVRLQTYPRTNVGSNTY (SEC ID N°: 398) demostré una CI50 de
0,044 nM en un ensayo de unidén al receptor de CT, de 4,4 nM en un ensayo de unién al receptor de CGRP, de
0,083 nM en un ensayo de unién al receptor de amilina y de 1000 nM en un ensayo de ciclasa del Receptor de GLP
(RIN).

Ejemplo 5. Reduccidn de la ingesta de alimento, peso corporal y aumento de peso

Los polipéptidos hibridos ejemplares de la invencién se ensayaron adicionalmente en ratones y ratas con respecto a
la supresion de apetito, reduccion de peso corporal y reduccién de aumento de peso corporal como se describe en el
presente documento. También se ensayaron compuestos parentales en solitario o en combinacioén. Las Figuras 9-21
demuestran acciones in vivo de hibridos ejemplares en los ensayos descritos en el presente documento.

En la siguiente tabla se muestra la actividad de inhibicién in vivo de la ingesta de alimento en un ratén para hibridos
ejemplares y sus compuestos parentales. Los valores se proporcionan como porcentaje de inhibicion de la ingesta
de alimento después de infusion durante los periodos de tiempo indicados. “ns” significa “no significativo” en
comparacion con vehiculo.

Compuesto/Dosis Momento (min)
Amilina de Rata 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 46 35 | 21 17 7
250 nmol/kg 70 53 | 38 30
300 nmol/kg 88 90 | 51 21
NPY Humano
37,5 nmol/kg 21 29 0 0
Comp. 10 30 60 | 120 | 180 | 240
10 nmol/kg 24 26 | 27 21
25 nmol/kg 57 46 | 31 19 9
30 mnol/kg 64 55 | 33
100 nmol/kg 81 89 | 55
300 nmol/kg 93 96 | 88
Exendina-4 amida 30 60 | 120 | 180 | 240
3 nmol/kg 40 48 | 61
10 nmol/kg 46 61 | 67 67
30 nmol/kg 48 61 68
Exendina-4 (1-28) amida 30 60 | 120 | 180 | 240
3 nmol/kg 7 24 | 16.3
10 mnol/kg 23 41 | 41
30 nmol/kg 34 51 | 60
100 nmol/kg 45 60 72
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Compuesto/Dosis Momento (min)
300 nmol/kg 41 57 | 65
PYY(3-36) 30 60 | 120 | 180 | 240
3 nmol/kg n.s. 73] 10 6 0
7,5 nmol/kg 32 39 34 31
8 nmol/kg 48 40 | 20 13
10 nmol/kg 28 36 | 38 30 | 30
25 nmo/kg 40 51 | 54 43
30 nmol/kg 45 33 | 58 54 | 46
100 nmol/kg 41 35 | 56 56 | 52
300 nmol/kg 37 34 | 52 51 | 51
CCKS8 Tyr sulfatada 30 60 | 120
3 nmol/kg 49 26 0
10 nmol/kg 92 56 | 27
30 nmol/kg 92 73 | 43
100 nmol/kg 100 78 | 59
CCK8 30 60 | 120
1000 pg/kg ns ns ns |
--HIBRIDOS--
4240 30 60 | 120 | 180 | 240
10 nmol/kg 37 50 | 60
25 nmol/kg 24 40 | 48
4277 30 60 | 120 | 180 | 240
172 nmol/kg (1000 pg/kg) 76 70 | 50
NH2-
HGEGTFTSDLSKQ
MEEEAVRLFIEW
LKKANTATAVLG
-NH2 30 60 | 120 | 180 | 240
10 nmol/kg 33 49 | 57
25 mnol/kg 40 59 | 66
4487 30 60 | 120
10 nmol/kg 0 36 | 45
4489 30 60 | 120
3 nmol/kg ns 25 | ns
10 nmol/kg ns 47 | 66
5133 30 60 | 120 | 180 | 240
3 nmol/kg 7.5 36 | 51
5138 30 60 | 120 | 180 | 240
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Compuesto/Dosis Momento (min)
3 nmol/kg 4.7 30 | 38
5401 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 32 52 | 59 57
5403 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 52 68 | 65 55
5425 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 8 27 | 31 18
5426 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 49 66 | 55 45
5453 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 55 66 | 71 61
5454 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 39 33 | 28 20
5455 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 28 33 | 39
5457 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg ns ns ns
5493 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 54 59 | 68 64
5497 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 54 63 | 41 ns
5498 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg ns ns ns ns
5499 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 40 32 | 25
5522 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg
5527 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 40 32 | 25
5528 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 56 55 | 50
5550 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 34 0
5561 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 42 | 47
5562 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg
5567 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 0 0
5568 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 39 | 48
5581 30 60 | 120 | 180 | 240
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Compuesto/Dosis Momento (min)
25 nmol/kg 0 45 | 32
5582 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 58 | 57
5598 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 50 | 58
5603 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 0 0
5604 30 60 | 120 | 180 | 240
25 nmol/kg 0 0 0

En la siguiente tabla se muestra la actividad de inhibicién del peso corporal in vivo en un modelo de ratén OID de los
hibridos ejemplares y sus compuestos parentales. Se proporcionan valores como porcentaje de inhibiciéon de peso
corporal después de la infusién durante los periodos de tiempo indicados.

95



ES 2537062 T3

L'ZL

9'LlL

St

p/Byowu

¢HN
“OA
AR-AR

M3l
TIAY
EEE
OMST
asi4dl
939H-¢HN

St

p/By oW

ovey

0S¢

00k

7

14

p/Byowu

(9e-e)AAd

ST

p/By oW

PYNIANIXT

¥l

0St

p/Byowu

0L dWOGD

6'0-

00€

v'el

cl

vl

€0l

r'ol

00k

St

&[0 |0 |+
— ||

0€

P/OX/IOWN

Y1vd 30 ¥YNITIAY

¥8

L2

04

€9

95

514

[44

S€

sapepiun

ojsendwio))

96



ES 2537062 T3

En la siguiente tabla se demuestra la actividad in vivo de la inhibicién del peso corporal en un modelo de rata OID de
los hibridos ejemplares y sus compuestos parentales. Se proporcionan valores como porcentaje de inhibicion de
peso corporal después de la infusion durante los periodos de tiempo indicados.

Dia
Compuesto/Dosis 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 | 84
(nmol/kg/d)
AMILINA DE RATA
0,7 1,6 1,3 1,6 2,1
1,8 2,2 2,2 2,2 2,2
2,3 4 5,4 5,4 6,2
5,6 29 [39 [42 |48
7 5,7 7,3 7,9 8,3
18,4 5,9 7,5 6,7 6,5
23 7,8 9,4 8,8 8,8 9,5 10 9,8 9,1
69 7,6 9,3 11,1 12,2 | 144|149 | 154 | 15,7 | 16,2 | 15,8
70 76 |89 |[10,2)|118
3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 | 84
COMP. 10
0,29 23 |38
0,9 51 7,1
2,9 7,7 100|120 | 115|116 |12,1 | 11,7 | 123
7,5 11,6 [ 149|179 1195|208 |22,1 | 233|242 | 26,2 | 26
11 85 199
69 11,5 ] 13,7 | 156 | 17
69 11,5 ] 13,7 | 156 | 17

EXENDINA-4(1-28)

0,8 n.s.
2,6 1,4 ns. | ns. | ns.
8 7,5 8,3 8,5 8,2
11 6,5 | 6,8
26 10,4 | 13 14,6 | 15,7

EXENDINA-4
0,7 96 |84 |63 |43
2,4 121[108 |10 |84
7 13,9 [ 12,8 | 11,4 | 10,6
6.3 12,2 13,7 | 14,4 [ 14,4 [ 19,1 | 186 | 189 | 185 |19 | 181
21 119 [ 13,2133 ] 1256
NMU 24 de RATA 2 |7
300 23 16
3 |7 14 [21 |28
PYY(3-36)
67 67 |73 |62 |58
67 556 |73 |78 |9
67 49 [52 |5 4,6
FN-38 2 |7
300 37 |27
3 |7
5138
11 7593
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En la siguiente tabla se demuestra la actividad in vivo de los hibridos ejemplares y sus compuestos parentales para
la inhibicion de peso corporal en un modelo de rata (inyeccion diaria). Se proporcionan valores como porcentaje de
inhibicion de peso corporal. Los valores en negrita indican que son significativos del vehiculo.

Dosis Dial | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia 14
AMILINA DE RATA | 25 nmol/kg | NS NS NS NS NS NS
COMP. 10 15 nmol/kg 1,7 3,0 3,2 4,5 6,2
EXENDINA-4 15 nmol/kg 2,8 6,1 7,8 9,3 12,0
5138 15 nmol/kg 1,3 5,2 5,8 7,9 10,7
5401 15 nmol/kg
5403 15 nmol/kg
5426 15 nmol/kg
5454 15 nmol/kg
5455 15 nmol/kg 0,7 2,6 3,2
5493 15 nmol/kg 1 3,3 51
5499 15 nnol/kg 0,5 0,9 1 1,3
5568 15 nmol/kg 0,5 0,5 0,5
5581 15 nmol/kg 0,6 0,8 1,2
5582 15 nmol/kg 0,3 0,7 1 1
5598 15 nmol/kg 0,7 1,7 2,5

En la siguiente

tabla se demuestra la actividad in vivo de la reduccion de peso corporal y el aumento de peso

corporal de los hibridos ejemplares y sus compuestos parentales para la inhibicién de peso corporal en un modelo
de rata tanto para infusion durante el periodo de tiempo indicado como para inyeccion diaria durante el periodo de
tiempo indicado. Los valores se dan como porcentaje de inhibicién de peso corporal. También se midio el porcentaje
de inhibiciéon de la ingesta de alimento durante un periodo de alimentacién nocturna de 8 horas el Dia 6. Se

proporcionaron

hibridos a 15 nmol/kg/dia salvo que se indique otra cosa. Peso corporal: (R % la diferencia es

estadisticamente significativa. Ingesta de alimento: [20 % la diferencia es estadisticamente significativa.

Infusién Sostenida | Inyeccién una vez al dia
Pérdida de Peso 1 | Pérdidade Pesol InhibdelAalas8
Semana Semana horas
Moléculas
parentales
Exendina 11 % 8% 42 %-52 %
Amilina 6 % 0% 0%
Compuesto 10 11 % 3% 32 %-57 %
PYY3-36 0-1% 0% 0%
Compuesto nd nd
4883
PYY-
Amilina
5401 PYY-comp 10 8%
5403 PYY-comp 10 7%
5582 PYY-comp 10 1% 15%
5598 PYY-comp 10 3% 54 %
5561 PYY/NPY-comp | 7%
10
5562 PYY-NPY/cpl0 9%
PPY/NPY-
amilina
5426 PYY-amilina 1%
Exendina-
amilina
5138 EX-comp 10 10 % (11 nmol) 6 % 54 %
5133 EX-comp 10
5454 EX-amilina 13 % 12 %

Ejemplo 7. Disminucion de glucemia

En la siguiente tabla se demuestra la actividad in vivo de los hibridos ejemplares y sus compuestos parentales para
una disminucién de glucemia en un ensayo oral de tolerancia a glucosa (EOTT) durante los periodos indicados en
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ratas Levin. Los valores se proporcionan como porcentaje de reduccion del nivel de glucemia. Los valores en negrita
indican que son significativos del vehiculo.

% de Reduccion

Compuesto Dosis Momento (dia) | Inicial | 15 30 60 120
AMILINA DE RATA | 23 nmol/kg/d | dia 26 4 na |23 19,2 2,1

69 nmol/kg/d | dia 14 6 -0,2 |11 59 1,2
COMP 10 11 nmol/kg/d | dia 7 51 13 | 14 30 26

69 nmol/kg/d | dia 14 5 7 5,5 9,8 5,9
EXENDINA-4(1-28) | 7,8 nmol/kg | dia 26 11,6 na | -21,4 2 -1,5

11 nmol/kg/d | dia 7 15 -1 -8 5 -1
5138 11 nmol/kg/d | dia 7 13 -1 2,6 14 16

Ejemplo 8. Actividad de vaciado gastrico

En la siguiente tabla se demuestra la actividad in vivo de los hibridos ejemplares y sus compuestos parentales para
el vaciado gastrico en ratas Levin durante los periodos de tiempo indicados. Los valores se proporcionan como
porcentaje de inhibicién de vaciado gastrico y porcentaje de acetaminofeno que ha pasado.

Compuesto Dosis tiempo de estudio | % pasado | % de inhibicién
AMILINA DE RATA | 69 nmol/kg/d | 21 dias 55 45

100 pg/kg/d | 26 dias 76 24
COMP 10 69 nmol/kg/d | 21 dias 87 13
EXENDINA-4(1-28) | 30 pg/kg/d | 26 dias 94 6

Ejemplo 9. Los polipéptidos PPF suprimen la ingesta de alimento aguda y crénica

Ratas hembra NIH/Swiss (de 8-24 semanas de vida) se instalaron en grupos con un ciclo de luz:oscuridad de 12:12
horas encendiéndose las luces a las 6 de la mafiana. Los ratones disponian a voluntad de agua y de dieta de pienso
de ratén en bolitas convencional excepto que se indique otra cosa. Los animales se dejaron en ayunas comenzando
aproximadamente a las 15 horas, un dia antes del experimento. A la mafiana del experimento, los animales se
dividieron en grupos experimentales. En un estudio tipico, n=4 jaulas con 3 ratones/jaula.

En el tiempo=0 min, todos los animales recibieron una inyeccién intraperitoneal de vehiculo 0 compuesto en una
cantidad que variaba de aproximadamente 10 nmol/kg a 100 nmol/kg, e inmediatamente recibieron una cantidad
previamente pesada (10-15 g) de pienso estandar. El alimento se retir6 y se pes6 a los 30, 60 y 120 min para
determinar la cantidad de alimento consumido (Morley, Flood et al., Am. J. Physiol. 267: R178-R184, 1994). Para los
estudios de los efectos agudos de los polipéptidos PPF sobre la ingesta de alimento, la cantidad de alimento
ingerido se calcul6 restando el peso del alimento sobrante a los 30, 60, 120 y 180 minutos, del peso del alimento
proporcionado inicialmente al tiempo=0. De manera similar, la ingesta de agua se calculé restando el peso en
gramos de agua restante en esos momentos del peso del agua en gramos proporcionado inicialmente. Para los
estudios de los efectos de los polipéptidos PPF sobre la ingesta de alimento prolongada (crénica) y/o composicién
corporal, se midi6 la cantidad de alimento consumido durante un periodo de dos semanas. Para estos estudios de
los efectos de los polipéptidos PPF sobre la ingesta de alimento prolongada y/o composicion corporal, los ratones se
instalaron individualmente en jaulas durante 1 semana antes de comenzar el tratamiento. A lo largo de los
experimentos, la ingesta de alimento y el peso corporal se controlaron diariamente. Durante el periodo de
tratamiento, se administré vehiculo (dimetilsulfoxido al 50% en agua) y PYY(3-36) (1 mg/kg/dia) por infusion
subcutanea (s.c.) continua usando bombas osméticas Alzet® (Durect Corp., Cupertino, CA; Models 1003D, 2001, &
2004 durante 3, 7 y 28 dias de estudio respectivamente) colocadas en la region intraescapular con anestesia de
isoflurano. Al final de cada estudio, los animales se sacrificaron después de un ayuno de 2-4 horas por sobredosis
de isoflurano. La sangre se extrajo por puncién cardiaca en jeringas lavadas con heparina sddica y el plasma se
congelé inmediatamente. En algunos estudios, la composicidon corporal se determind usando absorciometria de
rayos X con energia doble (DEXA; PixiMus, GE Lunar). En algunos estudios, la composicién corporal (tal como la
cantidad de proteina y grasa) se midié antes y después del tratamiento usando un aparato de RMN para roedores
(EchoMRI-700™), en el que los animales se disponen en un tubo de sujecion y se colocan en el aparato de RMN
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durante 2 minutos y se cuantifica la cantidad de masa grasa y magra, en gramos. Se diseccionaron las almohadillas
de grasa epididimal bilateral y el tejido adiposo marrén (TAM) intraescapular de los animales y se determinaron los
pesos de estos 6rganos. Las muestras de higado diseccionadas se colocaron en RNALater (Ambion, Austin, TX), y
se conservaron a -20 °C.

Las Figuras 22-29 muestran la capacidad de las quimeras del polipéptido PPF, particularmente las quimeras PPY-
NPY, por ejemplo, los Compuestos 4883 y 5705, para reducir la ingesta de alimento acumulativa en el ensayo de
ingesta de alimento descrito anteriormente.

La Figura 22 muestra la reduccién de la ingesta de alimento acumulativa tres horas después de la administracion del
Compuesto 5705 en comparacion con solo vehiculo. Las Figuras 23A y 24A muestran el cambio en la ingesta de
alimento (gramos) y las Figuras 23B y 24B muestran el cambio de peso corporal (cambio en porcentaje de peso
corporal corregido con vehiculo), en ratones a los que se administraba de manera continua vehiculo o los
Compuestos 4883 0 5705 (a dosificaciones de 500 pg/kg/d) durante 13 dias. Tan pronto como el dia uno después de
comenzar la administracion del polipéptido PPF, parecia que habia una tendencia de una reduccién de ingesta de
alimento y peso corporal en los animales tratados con el Compuesto 4883 o Compuesto 5705.

Las Figuras 25 y 26 muestran los cambios en la ingesta de agua y produccién de orina diaria después de la
administracion del Compuesto 4883 o Compuesto 5705 en ratones que se administraba de manera continua
vehiculo o los Compuestos 4883 o 5705 (a dosificaciones de 500 ug/kg/d) durante 13 dias.

La Figura 27 muestra los efectos de la administracion continua de vehiculo o de los Compuestos 4883 o 5705 (a
dosificaciones de 500 pg/kg/d) durante 13 dias sobre la composicién corporal evaluada por NMR. Las Figuras 28A 'y
28B muestran cambios de agua medidos en gramos asi como el porcentaje en ratones a los que se administraba de
manera continua vehiculo o los Compuestos 4883 o 5705 (a dosificaciones de 500 ug/kg/d) durante 13 dias.

La Figura 29 muestra los efectos de 14 dias de administracion continua de los Compuestos 4883 o 5705 (a
dosificaciones de 500 pg/kg/d) sobre los electrolitos de la orina.

Aunque la presente invencion se ha descrito en términos de ejemplos y realizaciones preferidos(as), se entiende que
los expertos realizaran variaciones y modificaciones. Por lo tanto, se pretende que las reivindicaciones adjuntas
incluyan todas dichas variaciones equivalentes que se encuentran dentro del ambito de la invencién tal como se
reivindica.
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FOROOD, BRUCE B.
<120> POLIPEPTIDOS HIBRIDOS CON PROPIEDADES SELECCIONABLES
<130> 0701WOQO2

<140> 11/201.664
<141> 11-08-2005

<140> 11/206.903
<141> 17-08-2005

<140> 11/301.744
<141> 12-12-2005

<160> 457

<170> Patentln Ver. 3.3
<210>1

<211>54

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccién quimérica de lagarto y de ser humano
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<220>
<223> C-term amidado
<400> 1
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leg ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 1
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Ash Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu
35 : 45
val Thr Arg Gln Arg Tyr
50
<210>2
<211>51
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccién quimérica de lagarto y de ser humano

<220>
<223> C-term amidado
<400> 2
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg
35 40
Gln Arg Tyr
50
<210>3
<211>58
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccién quimérica de lagarto y de ser humano

<220>
<223> C-term amidado
<400> 3
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His
35 40 45
Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
50 55
<210>4
<211> 56
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccién quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(41)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 4

His Gly Glu Gly Thr pPhe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu

1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly A'3|251 Pro Pro Pro Ser Xaa Xaa Ala Ser Leu Azg His Tyr Leu
Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
50 55

<210>5
<211>53
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(41)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400>5
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Xaa Xaa Arg His Tyr Leu Asn Leu val
35 45
Thr Arg Gln Arg Tyr
50
<210> 6
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
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<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(41)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 6
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Xaa Xaa val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 45
<210>7
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<223> C-term amidado
<400> 7
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Ala Ser Leu Arg
20 25 30
His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 40
<210>8
<211> 40
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<223> C-term amidado
<400> 8
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Arg His Tyr Leu
20 25 30
Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 40
<210>9
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>
<223> C-term amidado
<400>9
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Asn Arg Tyr Tyr
' 20 25 30
Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg G14r51 Arg Tyr
35
<210> 10
<211> 45
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 10

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu

1 5 . 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Ala Ser
20 25
Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 40 45

<210>11
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado

<400> 11

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gin Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Arg His
20 25 30

Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 40
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<210> 12

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 12

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa val Thr
2 25 :
Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 13
<211> 47
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<223> C-term amidado
<400> 13

His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu

1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Asn Arg Tyr Tyr
20 25 30
Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 40 45

<210> 14
<211> 43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>
<223> C-term amidado

<400> 14
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His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Ala Ser Leu Arg
20 25

His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 40

<210> 15
<211> 40
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<223> C-term amidado
<400> 15

His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Phe Leu Lys Asn Arg His Tyr Leu
2 25 30
Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 40

<210> 16
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<223> C-term amidado
<400> 16

His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu

1 5 10 15
Glu Asn Arg T)Z/(r)' Tyr Ala Ser Leu A;g His Tyr Leu Asn Leu val Thr
5
Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 17
<211> 45
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
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<400> 17
His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val A;g Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Xaa Xaa Ala Ser
Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 45
<210> 18
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 18
His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Xaa Xaa Arg His
20
Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 . 40
<210>19
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 19
His Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu
1 5 10 ,
Glu Ala val Alz‘g Leu Phe ITe Glu Phe Leu Lys Asn Xaa Xaa val Thr
Arg GIn Arg Tyr
35
<210> 20
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<221> MOD_RES
<222> (41)
<223> Tyr (S03)
<220>
<223> C-term amidado
<400> 20
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe
35 40 45
<210> 21
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccién quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<221> MOD_RES
<222> (30)
<223> Tyr(S03)
<220>
<223> C-term amidado
<400> 21
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp teu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Asp Tyr Met Gly
20 25 30
Trp Met Asp Phe
35
<210> 22
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<221> MOD_RES
<222> (30)

<223> Phe(CH2S03)

<220>
<223> C-term amidado

<400> 22
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu T;;S) Leu Lys Asn Asp Pge Met Gly
20 0

Trp Met Asp Phe
35

<210> 23
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 8-amino-3,6-dioxaoctanoilo
<220>
<221> MOD_RES
<222>(31)
<223> Tyr(S03)
<220>
<223> C-term amidado
<400> 23
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Asp Tyr Met
20 25 30
Gly Trp Met Asp Phe
35
<210> 24
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto y de ser humano
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 8-amino-3,6-dioxaoctanoilo
<220>
<221> MOD_RES
<222>(31)

<223> Phe(CH2S03)

<220>
<223> C-term amidado

<400> 24
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Asp Phe Met
20 25 30

Gly Trp Mg:g Asp Phe

<210> 25
<211>59
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<223> C-term amidado
<400> 25

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe I1e Glu Trp Leu Lys Lys Cys Asn Thr Ala
A 20 25 30
Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu His Arg Leu Gln Thr
35 40 45
Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55

<210> 26
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<223> C-term amidado
<400> 26

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Lys Ala Asn Thr Ala
20 25 30
Thr Ala val Leu Gly
35

<210> 27
<211>61
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)

<223> 12-Ado

<220>
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<223> C-term amidado

<400> 27
Hii Gly Glu Gly Thg Phe Thr Ser Asp L% Ser Lys GIn Met Glu Glu
15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu
35 40 45
GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
55 60
<210> 28
<211>60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 12-Ado
<220>
<223> C-term amidado
<400> 28
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 , 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Ash Xaa Cys Asn Thr
20 25 30
Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu Gln
35 40 45
Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 29
<211>61
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)

<223> 3,6-dioxaoctanoilo

<220>
<223> C-term amidado

<400> 29
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
2 25 30

Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu

35 40 45
GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 30
<211>60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 3,6-dioxaoctanoilo
<220>
<223> C-term amidado
<400> 30

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Cys Asn Thr
20 25 30
Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu GIn
35 40 45
Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210>31
<211>61
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 5-Apa
<220>

<223> C-term amidado

<400> 31
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu .Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Ash Xaa Lys Cys Ash
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu His Arg Leu
35 40 45

GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)
<223> 5-Apa

<220>

<223> C-term amidado

<400> 32

<210> 33
<211> 62
<212> PRT

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Cys Asn Thr
20 25 30
Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu His Arg Leu Gln
35 40 45

Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>

<223> C-term amidado

<400> 33

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val A;g Leu Phe Ile Glu T;p Leu Lys Ash Xaa Xaa Lys Cys
5 0

Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg
35 40

Leu Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
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<210> 34

<211>61

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222>(29)..(30)
<223> Beta-alanina

<220>
<223> C-term amidado
<400> 34
Hii Gly Glu Gly Thg Phe Thr Ser Asp Lig Ser Lys Gln Met Glu Glu
Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GlIn Glu Leu His Arg Leu
. 35 40 45
Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 35
<211>61
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 4,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidilo
<220>
<223> C-term amidado
<400> 35
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu His Arg Leu
35 40 45
GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 36
<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de lagarto, de ser humano y de salmén
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)
<223> 4,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidilo
<220>
<223> C-term amidado
<400> 36
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 : 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Cys Asn Thr
20 25 30
Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu His Arg Leu Gln
35 40 45
Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 37
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de ser humano y de salmén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)
<223> Tyr(S0O3)
<220>
<223> C-term amidado
<400> 37
Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe Gly Lys Arg Lys Cys Asn Thr Ala
1 5 10 15
Thr Cys Ala Tlga GIn Arg Leu Ala Asn Glu Leu val Arg Leu GIn Thr
Tyr Pro Arg Thr Asn val Gly Ser Asn Thr Tyr
35 40
<210> 38
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> C-term amidado

<400> 38

Lyi Cys Asn Thr A'Ig Thr Cys Ala Thr 6113 Arg Leu Ala Asn Phe Leu

val Arg Arg Ty5 Tyr Ala Ser Leu Agg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
2 5

Arg GIn Arg Tyr
35
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<210> 39

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> Isocaproil-Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (6)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> Lys(formilo)

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)
<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES
<222> (14)

<223> Lys(formilo)

<220>
<223> C-term amidado

<400> 39

Sez Thr Ala val Letél Xaa Lys Leu Ser Gln Glu Leu Xaa Lys Leu GlIn

Thr Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 :

Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 40

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polipéptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> Isocaproil-Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (6)

<223> Aib

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (7)
<223> Lys(formilo)
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)
<223> Aib
<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)
<223> Lys(formilo)
<220>
<223> C-term amidado
<400> 40
Ser Thr Ala val Leu Xaa Lys Leu Ser GIn Glu Leu Xaa Lys Leu Glu
1 5 10 15
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25
Arg GIn Arg Tyr
35
<210> 41
<211> 43
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)
<223> Extremo amidado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)
<223> Tyr Sulfonatada
<220>
<221> MOD_RES
<222>(9)
<223> Succinoil-Cys
<400> 41
Phe Asp Met Trp Gly Met Tyr Asp Cys Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly
1 5 10 15
Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg
20 25 30 _
His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 40
<210> 42
<211> 43
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> extremo amidado
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<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> Tyr Sulfonatada

<220>

<221> MOD_RES
<222>(9)

<223> Bis-Cys(N-Acetilo)

<400> 42

ES 2537062 T3

Phe Asp Met Trp Gly Met Tyr Asp Cys Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly
1 5 10

15

Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg
20 25 . 30

His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
40

35

<210> 43

<211> 43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> Extremo amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> Tyr sulfonatada

<220>

<221> MOD_RES

<222>(9)

<223> Gly-Aminoximetilcarbonilo

<220>
<223> C-term amidado

<400> 43

Phe Asp Met Trp Gly Met Tyr Asp Gly Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly
1 5 10 15

Glu Asp Ala 562:5 Pro Glu Glu Leu A§r51 Arg Tyr Tyr Ala S§5 Leu Arg

His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg Gln Arg Tyr
35 40

<210> 44

<211> 37

<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 44

Lyi Cys Asn Thr A1§ Thr Cys Ala Thr 6118 Arg Leu Ala Asn Phe Leu

val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly ng val Leu Pro Pro Thr Asn val
20

Gly ser As3;r51 Thr Tyr
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Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
20 25 30

Thr Tyr

Ser Met Asn Asn Phe GIn Gly Leu Arg Ser Phe Gly Cys
5 , 10 15
Thr Cys Thr val GIn Lys Leu Ala His Gln Ile Tyr Gln
20 25 30
Lys Asp Lys Asp Asn val Ala Pro Arg Ser Lys Ile Ser
40 45

Tyr

Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys val Leu Gly Lys Leu Ser Gln Glu Leu
1 10

5 15

His Lys Leu Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 30

Cyi Gly Asn Leu Se; Thr Cys Met Leu G115 Thr Tyr Thr Gln AiFS) phe

Asn Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala ITe Gly val Gly Ala Pro
20 25 30

<210> 45
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Lys Cys
1
val His
Gly ser
<210> 46
<211> 52
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 46
Tyr Arg
1
Arg Phe
Phe Thr
Pro Gln
50
<210> 47
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 47
<210> 48
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48
<210> 49
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49
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Asp

Ser

Lys

Asn

Ser

Lys
35

Cys

Gln

ser
35

Ala

Asn

Ala Cys
1
Ser Arg
Gly Ser
<210>50
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 50
Ala Cys
1
Ser Arg
Gly Ser
<210>51
<211> 47
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 51
Thr GIn Ala
1
val Gln Asn
Arg GIn Asp
35
<210> 52
<211> 40
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 52
val Gly
1
Leu Trp
ASp Pro
<210> 53
<211> 47
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 53
Pro His
1
val Gln
Arg Arg

Thr

Gly
20

Ala

Thr

Gly
20

Ala

Gln

Leu
20

ser

val

Leu
20

Ser

Gln

Leu
20

Ser

Ala
5
Gly

Phe

Ala
5
Gly

Phe

Leu
5
Ser

Ala

Leu
Met

Pro

Leu
ser

Ala

ES 2537062 T3

Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
10 15

val val Lys Asn Asn Phe val Pro Thr Asn val
25

Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
10 15

Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val

Leu Arg val Gly C{S val Leu Gly Thr C{E Gln

His Arg Leu Trp GIn Leu Met Gly ng Ala Gly
25 '

Pro val Asp

Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
40 45

Gly Thr Cys Gln val

Gln Asn Leu Ser His Arg
10 15

Gly Pro Ala G}g Arg GIn Asp Ser Ala Pro val
30

His ser Tyr
40

Leu Arg val Gly Cys val Leu Gly Thr Cys Gln
10 15

His Arg Leu Trp Gln Leu val Arg P;o Ala Gly
25 0

Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr

Pro val Asp
40 45
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<210> 54

<211> 40

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54

ES 2537062 T3

val Gly Cys val Leu Gly Thr Cys Gln val Gln Asn Leu Ser His Arg
1 5 10 15

Leu Trp GIn Leu val Arg Pro Ala Gly Arg Arg Asp Ser Ala Pro val
20 25

30

Asp Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
35 40

<210> 55

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)

<223> Tyr(SO3)

<400> 55

<210> 56

<211> 167

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Asg Tyr Met Gly Tr;s) Met Asp Phe
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Met His

Phe Tyr

Thr Leu

Gln ser

50

Gly
65

val

Leu

Tyr

Ile Ser

Phe Ser

sSer
130

Ala

Asp
val
145

Leu Asp

<210> 57
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 57
Tyr Pro
1
Leu Asn
Arg Gln
<210> 58
<211> 34
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 58
Ile Lys
1
Arg Tyr
Arg Tyr
<210> 59
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Trp

val

Ile

val

His

Gln

Asn

Lys

115

Leu

Leu

Leu

Ile

Arg

Arg

Pro

Tyr

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro

Gln

Asp

100

ser
Gly
ser

Ser

Lys
Tyr
20

TYyr

Ala
20

Thr
Ala
Thr
Ser
Ile
Ile

85

Leu

Cys
Gly
Arg

Pro
165

Pro

Tyr

ES 2537062 T3

Phe Leu

10

Leu Cys Gly

Gln
25

val Pro Ile Lys

Thr Ile

40

Ile val Arg

Gln val Thr

55
Thr

Lys Lys

Leu Leu Ser

70

Leu

Lys

Thr Ser Met Pro

90
Glu Leu Asp

Asn Arg

105

Pro Trp

120
Glu

His Leu Ala

val Leu Ala Ser

135

Leu GIn

150
Gly

Gly Ser Leu

Cys

Glu

Ala

Trp
val
Asn
Gly
Met

75

Ser

Leu

Ser
Gly

Gln
155

Leu
Gin
Asp
Leu

60
ASp

Arg

Leu

Gly

Tyr
140
AsSp

Trp

Asp

Ile

45

Asp

Gln

Asn

His

Leu

125

ser

Met

Pro
Asp

30
ser
Phe
Thr

val

val

110
Glu

Thr

Leu

Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro G
10

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95

Leu

Thr

Glu

Trp

15

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

Glin
160

Tu Glu

Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
25

Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn
5 10 15

Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln
25
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His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val
1 5 10 15
Ser Ser Thr Leu Glu Gly GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25 30

val Lys G'3|)5/ Arg Gly

<210> 60
<211> 37
<212> PRT
<213> Xenopus laevis
<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)
<223> Ser-OH
<400> 60
His Ala Glu Gly Thr Tyr Thr Asn Asp val Thr Glu Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15
Lys Ala Ala Lys Glu Phe Ile Glu Trp Leu Ile Lys Gly LysS Pro Lys
20 25 30
Lys Ile Arg Tyr Ser
35
<210> 61
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 61
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 15
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg
20 25 30
<210> 62
<211> 33
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 62
His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn
1 5 10 15
Leu Ala Ala Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Glu Thr Lys Ile Thr
20 25 30
Asp
<210> 63
<211>31
<212> PRT
<213> Xenopus sp.
<220>
<221> MOD_RES
<222> (31)

<223> Pro-OH

<400> 63
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His Ala Glu Gly
1
Lys Ala Ala Lys
20
<210> 64
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 64
His Ser Gln Gly
1
Arg Arg Ala Gln
20
Arg Asn Asn Ile
<210> 65
<211> 39
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 65
His Ser Asp Gly
1
Glu Ala val Arg
20
ser Gly Ala Pro
35
<210> 66
<211> 39
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 66
His Gly Glu Gly
1
Glu Ala val Arg
20
Ser Gly Ala Pro
35
<210> 67
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 67

Lys Cys Asn Thr
1

val His ser Ser
20

Gly Ser Asn Thr
35

Thr
5

Glu

Thr
5
Asp

Ala

Thr
Leu

Pro

Thr
Leu

Pro

Ala
Asn

Tyr

ES 2537062 T3

Phe Thr Asn Asp Met Thr Asn Tyr Leu Glu Glu
10 15

Phe val Gly Trp Leu Ile Lys Gly Arg Pro
25 30

Phe Thr Ser Asp Ty5 Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 15

Phe val Gln ng Leu Met Asn Thr L%S Arg Asn

Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
10 15
Phe I1e Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
25 30

Pro Ser

Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
10
Phe 1le Glu TEp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
5 30

Pro Ser

Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
10 15

Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val
25
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<210> 68
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 68
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
1 5 10 15
His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Izle Leu Ser Ser Thr A§n val Gly
5 0
Sser Asn Thr Tyr
35
<210> 69
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 69
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 5
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly ng val Leu Pro Pro Thr Asn val
Gly ser Asn Thr Tyr
35
<210>70
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 70
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
val Arg Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210>71
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 71
Cyi Asn Thr Ala Thg Cys Ala Thr Gln Ar(g) Leu Ala Asn Phe Leu val
1
Arg Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Ser Thr Asn val Gly
20 25 30
Ser Asn Thr Tyr
35
<210>72
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
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Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

val Arg Ser s% Asn Asn Phe Gly ng Ile Leu Pro Pro Tl;g Asn val

Gly Ser Asn Thr Tyr

<210>73
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 73
Cys Asn Thr
1
Arg ser Sser
Ser Asn Thr
35
<210> 74
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 74
Cys Asn Thr
1
His Ser Ser
Ser Asn Thr
35
<210>75
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 75
Lys Cys Asn
1
val His ser
Gly Ser Asn
35
<210> 76
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> puente 2,7-ciclo

<400> 76

35

Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val Gly

20 25 30

Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
5 10 15
Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val Gly
25 30

Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10
sgg Asn Asn Phe Gly P£c5> val Leu Pro Pro Thr Asn val

Thr Tyr
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Lys Asp Asn
1

val His Ser

Gly Ser Asn
35
<210> 77
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 77
Cys Asn Thr
1
His Ser Ser
Ser Asn Thr
35
<210>78
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 78
Ala Cys Asn
1
val His ser
Gly Ser Asn
35
<210> 79
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 79
Lys Ala Asn
1
val His Ser
Gly Sser Asn
35
<210> 80
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 80

Lys Ala Asn
1
val His sSer

Gly Ser Asn
35

ES 2537062 T3

Thr Ala Thr Lys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10
Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25 30

Thr Tyr

Ala Thg Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
10
Asn Asn Phe Gly Ala I}g Leu Ser Ser Thr Agg val Gly

Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
20 30
Thr Tyr

Thr A1g Thr Cys Ala Thr G18 Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1
Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
20 25
Thr Tyr

Thr Ala Thr Ala Ala Thr Gln Arg Leu Ala Ash Phe Leu
5 10
Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
20 25
Thr Tyr
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<210> 81
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 81
ser Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
20 25
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 82
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 82
Lys Cys Asn Thr A1g Thr Cys Ala Thr G113 Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Pro Thr Asn val
25 30
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 83
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 83
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pgo Ile Leu Pro Ser Thr Asn val
5
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 84
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 84
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
1 5 10 15
His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Ser Thr Asn val Gly
25 30
Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 85
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 85
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Lys Cys
1
val His
Gly Sser
<210> 86
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 86
Lys Cys
1
val His
Gly ser
<210> 87
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 87
Cys Asn
1
His Ser
Ser Asn
<210> 88
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 88
Lys Cys
1
val Arg
Gly ser
<210> 89
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Asn
Ser

Asn
35

AsSn
Ser

Asn
35

Thr
ser

Thr
35

Asn
Ser

Asn
35

ES 2537062 T3

Thr Ala Thr Cys Ala Thr 613 Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5
Ser Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Pro Thr Asn val
20
Thr Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
Ser Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25
Thr Tyr

Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
5 10 15
Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Ser Thr Asn val Gly
20 25 30

Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
Ser Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25 30

Thr Tyr
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Lyi Cys Ash Thr A'Ig Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
10
val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val

20 25 30
Gly Ser Agrs'n Thr Tyr

<210>90
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 90
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
val Arg ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Ile Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210>91
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 91
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
Ile His Ser S% Asn Asn Leu Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val
25
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 92
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 92
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
Ile His Ser Ser Asnh Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val
30
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 93
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93
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Cys Asn
1
His Ser
sSer Asn
<210> 94
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 94
Lys Cys
1
Ile Arg
Gly ser
<210> 95
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 95
Lys Cys
1
Ile Arg
Gly Ser
<210> 96
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 96
Lys Cys
1
Ile Arg
Gly ser
<210> 97
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 97
Lys Cys
1
val His
Gly ser

Thr
Ser

Thr
35

Asn
ser

Asn
35

Asn
ser

Asn
35

Asn
ser

Asn
35

Asn
Ser

Asn
35

ES 2537062 T3

Ala Thg Cys Ala Thr Gln Aig Leu Ala Asn Phe Leu Ile
Asn Asn Leu Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn val Gly
20 25 30

Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Ser Asn Asn Leu Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val

20 2 30

Thr Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
Ser Asn Asn Leu Gly A}g val Leu Ser Pro Thr Asn val

Thr Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15
Ser Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Pro Thr Asn val
20 25
Thr Tyr

Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Thr Asn Phe Leu
5 10 15
Ser His Asn Leu Gly A;g Ala Leu Leu Pro ng Asp val

Thr Tyr
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<210> 98

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

ES 2537062 T3

Lyi Cys Asn Thr A1:§1 Thr Cys Ala Thr 618 Arg Leu Thr Asn ng Leu

val His Ser Ser His Asn Leu Gly Ala Ala Ser Leu Pro Thr Asp val
30

20

Gly ser A;n Thr Tyr
5

<210> 99

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

25

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Thr Asn Phe Leu val
1 5 10

His Ser Ser His Asn Leu Gly Ala A;a Leu Pro Ser Thr Agg val Gly
5

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 100

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

Lyi Cys Asn Thr A'Ig Thr Cys Ala Thr Glg Arg Leu Thr Asn Phe Leu
15

val Arg Ser Ser His Asn Leu Gly Ala Ala Leu Ser Pro Thr Asp val
30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 101

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

Lyi Cys Asn Thr A1651 Thr Cys Ala Thr G'Ilg Arg Leu Thr Asn Phe Leu

val Arg Ser Ser His Asn Leu Gly Ala Ile Leu Pro Pro Thr Asp val
25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> 102

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102
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Lys Cys
1
val Arg
Gly ser
<210> 103
<211> 32
<212> PRT
<213> oncorhynchus sp.
<400> 103
Cys Ser
1
His Lys
<210> 104
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 104
Cys Ser
1
His Lys
<210> 105
<211>31
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 105
Cys Gly
1
His Lys
<210> 106
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 106
Cys Ser
1
His Lys
<210> 107
<211> 32
<212> PRT

<213> Oncorhynchus sp.

<400> 107

Asn

Ser

Asn
35

Asn

Leu

Asn

Leu

ser

Leu

Asn

Leu

Thr
Ser

20
Thr

Leu

Gln
20

Leu

GlIn
20

Leu

Gln
20

Lel.!

GlIn
20

ES 2537062 T3

Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Thr Asn Phe Leu
5 10 15

His Asn Leu Gly Pro Ala Leu Pro Pro Tgs Asp val
25

Tyr

ser Thr
5

Thr Tyr

ser Thr
5

Thr Leu

ser Thr
5

Thr Pro

Ser Thr
5

Thr Tyr

Cys

Pro

cys

Pro

Cys

Arg

Cys

Pro

Gly Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu
10

Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Arg
25 30

val Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu
10 15

Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Arg
25 30

Gly Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu
10 15

Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Arg
25 30

val Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu
10

Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
25 30
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Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys val Leu 615 Lys Leu Ser Gln Glu Leu
1 5 1 15

His Arg Leu Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 30

25
<210> 108
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 108
Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Gln Glu Leu
1 5 10 15
His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 25 30
<210> 109
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 109
Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys val Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu
1 5 10 15
His Arg Leu Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 25 30
<210> 110
<211> 32
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 110
Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu
1 5 10
His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
20 25 30
<210>111
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)
<223> D-Ser
<400> 111
Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15
Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val
20 25
Gly Ser Lys Ser Phe
35
<210> 112
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)
<223> D-Thr
<400> 112
Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15
Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val
20 25
Gly Ser Lys Thr Phe
35
<210> 113
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)
<223> D-Asp
<400> 113
Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15
ser Arg Ser G% Gly Met val Lys sg.g Asn Phe val Pro Thr Asn val
Gly Ser Lys Asp Phe
35
<210> 114
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)
<223> D-Asn
<400> 114
Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15
Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val
20 25
Gly Ser Lys Asn Phe
35
<210> 115
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115
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Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15

Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Se
20 25

Gly Ser Lys Ser Phe
35

<210> 116

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (36)
<223> Hse

<400> 116

r Asn Phe val Pro Thr Asn val
30

Ala cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 15

Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Sgg Asn Phe val Pro ng Asn val

20
Gly Ser L)3/§ Xaa Phe

<210> 117

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15

Ser Arg Ser Gly Gly Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val
25

20
Gly Ser Lys Asp Phe

<210> 118

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

Ala Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
1 5 10 15

Ser Arg Ser G% Gly Met val Lys S(Zeg Asn Phe val Pro Tlg(r)' Asn val

Gly Ser Lys Thr Phe

<210> 119

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119



10

15

20

25

30

35

Ala Cys Asn
1
Ser Arg Ser

Gly Ser Lys
35

<210> 120
<211>48
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 120
Thr Gln Ala
1
GIn val Gln
Gly Arg Gln
35
<210> 121
<211> 47
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 121
Thr Gln Ala
1
val Gln Asn
Arg GIn Asp
35
<210> 122
<211> 47
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 122
Thr Gln Ala
1
val GIn Asn
Arg Gln Asp
35
<210> 123
<211> 47
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 123

ES 2537062 T3

Thr Ala Thr Cys val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
5 10 15

20

Asn Phe

GIn Leu Leu Arg val Gly

Asn
20

Leu Ser His Arg Leu

Asp Ser Ala Pro val Asp
40

Gln Leu Leu Arg val Gly

Leu Ser His Arg Leu Trp
20 25

ser Ala Pro val Asp Pro

40

Gln Leu Leu Arg val Gly
5

Leu Ser

20

His Arg Leu Trp
25

Ser Ala Pro val As

p Pro
40

137

Cys Gly Asn Leu
10

Trp GIn Leu Met

ser Ser Pro
45

Pro

Cys

Asp Thr Ala
10 :

GIn Leu Met Gly

His
45

ser Ser Pro

Met val Leu Gly
10

GIn Leu Met Gly

His
45

ser Ser Pro

Gly Gly Met val Lys Ser Asn Phe val Pro Thr Asn val
25

Ser Thr Cys
15
Gly Pro Ala
30

His Ser Tyr

Thr Cys Gln
15
Pro Ala Gly
30

ser Tyr

Thr Met Gin
Pro Ala Gly
30

ser Tyr



10

15

20

25

30

35

Thr G1n Ala GIn Leu
1 5

val Gln Asn

Arg GIn Asp
35

<210> 124

<211> 47

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 124

Thr Gln Ala
1
val GIn Asn

Arg GIn Glu
35

<210> 125
<211>42

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 125

Thr GIn Ala
1
val Gln Asn

Pro val Asp
35

<210> 126
<211>40

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 126

Thr G1n Ala

1

val GIn Asn

Asp Pro Ser

<210> 127
<211>41

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 127

Leu ser
20

ser Ala

Gln Leu

5
Leu Ser
20

Ser Ala

Gln Leu

5
Leu Ser
20

Pro Ser

GIln Leu
5

Leu Ser
20

Ser Pro

ES 2537062 T3

Leu Arg val

His Arg Leu

Pro val Glu
40

Leu Arg val
His Arg Leu

Pro val Glu
40

Leu Arg val
His Arg Leu

ser Pro His
40

Leu Arg val
His Arg Leu

His Ser Tyr
40

138

Gly Cys val Leu Gly Thr Cys GIn
10 15

Trp GIn Leu Met Gly Pro Ala Gly
25 30

Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
45

Gly Cys val Leu Gly Thr Cys GlIn
10 15
Trp GIn Leu Met Gly Pro Ala Gly
25 30

Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
45

Gly Cys val Leu Gly Thr Cys Gln
10 15

Trp GIn Leu Arg GIn Asp Ser Ala

25 30

ser Tyr

Gly cys val Leu Gly Thr Cys GIn
10 15

Trp GIn Leu Asp Ser Ala Pro val
25 30



10

15

20

25

30

35

Arg val Gly Cys val
1 5

Arg Leu Trp Gln Leu
20

val Asp Pro Ser Ser

<210> 128
<211>40
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 128
val Gly
1
Leu Trp
Glu Pro
<210> 129
<211>35
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 129
val Gly
1
Leu Trp
His Ser
<210> 130
<211> 39
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 130
Gly Cys
1
Trp GlIn
Pro Ser
<210> 131
<211> 34
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 131

Cys val Leu

5

Gln Leu Met
20

ser ser Pro
35

Cys val Leu

5

GIn Leu Arg
20

Tyr
35

val Leu Gly

5

Leu Met Gly
20

ser Pro His
35

ES 2537062 T3

Leu Gly Thr Cys GIn val Gln Asn Leu Ser His
10 15
Met Gly Pro A;g Gly Arg Gln Asp Sgg Ala Pro

Pro His Ser Tyr

35 40

Gly Thr Cys GIn val GIn Asn Leu Ser His Arg
10 15
Gly Pro Ala Gly Arg GIn Asp Ser Ala Pro val
25 30

His Ser Tyr
40

Gly Thr Cys GIn val Gln Asn Leu Ser His Arg
10 15

Gln Asp Ser A;§ Pro val Glu Pro Ser Ser Pro

Thr Cys Gln val Gln Asn Leu Ser His Arg Leu
10 15
Pro Ala Gly Agg Gln Asp Ser Ala ng val Asp
5

ser Tyr

139



10

15

20

25

30

35

ES 2537062 T3

Gly Cys Asn Thr Ala Thr Cys Gln val GIn Asn Leu Ser His Ar'gsg Leu
1 5 1

Trp GIn Leu Arg GIn Asp Ser Ala Pro val Asp Pro Ser Ser Pro His
20

ser Tyr

<210> 132

<211> 34

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 132

25 30

Gly Cys Asn Thr Ala Thr Cys GIn val Gln Asn Leu Ser His Arg Leu
1 5 10 15

Trp Gln Leu Arg GIn Asp Ser Ala Pro val Glu Pro Ser Ser Pro His
2

Ser Tyr

<210> 133

<211> 35

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 133

30

Gly Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys GIn val Gln Asn Leu Ser His Arg
1 5 10 15

Leu Trp GIn Leu Arg GIn Asp Ser Ala Pro val Glu Pro Ser Ser Pro
20 25

His Ser Tyr
35

<210> 134

<211> 35

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 134

G])l/ Cys Gly Asn LELSJ Ser Thr Cys Gln Va'I0 GIn Asn Leu Ser His Arg
1 15

Leu Trp Gln Leu Arg GIn Asp Ser Ala Pro val Glu Pro Ser Ser Pro
20 25 30

His Ser Tyr
35

<210> 135

<211> 34

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 135

Gly Cys val Leu Gly Thr Cys GIn val Gin Asn Leu Ser His Arg Leu
1 5 10 15

Trp GIn Leu Arg GIn Glu Ser Ala Pro val Glu Pro Ser Ser Pro His
20 30

ser Tyr

<210> 136

140



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2537062 T3

<211> 38
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 136
Cys val Leu Gly Thr Cys Gln val GIn Asn Leu Ser His Arg Leu Trp
1 5 10 15
Gln Leu Met Gly Pro Ala Gly Arg GIn Asp Ser Ala Pro val Asp Pro
20 25 30
Ser Ser Pro His Ser Tyr
<210> 137
<211> 32
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 137
GIn val Gln Asn Leu Ser His Arg Leu Trp Gln Leu Met Gly Pro Ala
1 5 10 15
Gly Arg Gln Asp Ser Ala Pro val Asp Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
20 25 30
<210> 138
<211>31
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 138
val GIn Asn Leu Ser His Arg Leu Trp Gln Leu Met Gly Pro Ala Gly
1 5 10 15
Arg Gln Asp Ser Ala Pro val Asp Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
20 25 30
<210> 139
<211> 30
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 139
val GIn Asn Leu Ser His Arg Leu GIn Leu Met Gly Pro Ala Gly Arg
1 5 10 15
Gln Asp Ser Ala Pro val Asp Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
20 30
<210> 140
<211> 30
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 140
Gly Thr Met GIn val Gln Asn Leu Ser His Arg Leu Trp GIn Leu Arg
1 5 10 15
GIn Asp Ser Ala Pro val Glu Pro Ser Ser Pro His Ser Tyr
20 25 30
<210> 141
<211>8
<212> PRT

141



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)

<223> Tyr(SO3H)

<400> 141

<210> 142

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142

<210> 143

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143

<210> 144

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144

<210> 145

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145

<210> 146

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)

<223> Tyr(SO3H)

<400> 146

ES 2537062 T3

Asg Tyr Met Gly Trg Met Asp Phe

Asg Tyr Met Gly Trg Met Asp Phe

MeE Gly Trp Met Asp Phe
5

61{ Trp Met Asp Phe
5

Trp Met Asp Phe
1

Lyi Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe
5

142



10

15

20

25

30

35

40

<210> 147

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147

<210> 148

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148

<210> 149

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149

<210> 150

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 150

<210> 151
<211> 167
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 151

ES 2537062 T3

Lyi Asp Tyr Met G1§ Trp Met Asp Phe

Lyi Met Gly Trp Meg Asp Phe

Lys Gly Trp Met Asp Phe
1 5

Lyi Trp Met Asp Ph§

143



10

Met His
1

Phe Tyr

Thr Leu

Gln ser

Trp

val

Ile

35

50

Gly Leu

65

val Tyr
Ile ser

Phe ser

Asp Ser

val

His

GlIn

Asn

Lys

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro

Gln

ASp

100

115

130

val Ala

145

Leu Asp

<210> 152
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152

Met
Phe
Thr
Gln
e
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
ser

50

Leu

Tyr

ser
ser
ser
130

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

Trp
val
Ile

35
val
His

Gln
Asn

Lys
115
Leu

Leu

Leu

Ser

Gly
ser

Ser

Thr
5
Ala
Thr
ser
Ile
Ile
85

Leu

Cys

Gly
Arg

Pro

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu

Glu

His

val

Leu

ES 2537062 T3

Cys

val

Thr

Leu

Pro

Gln
55

Thr

Asn

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

Leu

Ser

Leu

Pro

40

Phe

Gln

25

Arg

val

ser

Met

Arg

105

120

135

150

165

Gly
GIn

20
Lys
Ser

Pro

Gln

Asp
100
ser
Gly

Ser

ser

Thr
Ala
Thr
Ser
Ile

Ile
85

Leu
cys
Gly
Arg

Pro
165

Gly

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Glin

Cys

cys
Pro
val
Gln

55

Thr

Thr

Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Glu

Gly

Gly
Ile
Thr

40
Lys

Leu

Ser

Leu
Pro
120
Glu

Gly

144

Trp

Ala

ser

Phe
GlIn

25
Arg
val

ser

Met

Arg
105
Trp

Ala

Ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90

Asp

Ala

Ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Thr

Lys

Pro
90

Asp

Ala

Ser

Leu

Trp
val
Asp
Gly
Met

75
Ser

Leu

Ser

Trp
val
Glu
Gly
Met

75
Ser
Leu
Ser
Gly

Gln

Leu
G1n
Asp
Leu

60
Asp
Arg

Leu

Gly

TYyr
140

Asp

Leu
Gln
Asp
Leu

60

Asp

Arg

Leu
Gly
Tyr
140
Asp

Trp
Asp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His

Leu
125

ser

Met

Trp
Asp
Ile

45
Asp

Gin

Asn

His
Leu
125

ser

Met

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr
val
val

110
Glu

Thr

Leu

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr

val

val
110
Glu
Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95

Leu

Thr

Glu

Trp

Tyr

15
Thr
His
Ile

Leu

Ile
95

Leu

Thr

Glu

Trp

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80
GlIn

Ala

Leu

val

GIn
160

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

Gln
160



10

15

<210> 153
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 153

<210> 154
<211> 167
<212> PRT

Met
Phe
Thr
Gln
Gly

65
val
Ile
Phe
AsSp
val

145

Leu

His

Tyr

Leu

ser
50
Leu

Tyr
Ser
ser
Ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 154

Trp

val

Ile

val
His
Gln
ASn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln
20

Lys

ser

Pro
Gln
Asp
100
ser
Gly

Ser

Ser

Thr
Ala
Thr

Ser

Ile
Ile

85
Leu
Cys
Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Cys

Pro

val

Gln
55
Thr

Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Gly
Ile
Thr

40
Lys

Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

145

Phe
Gln
25

Arg

val

Ser
Met
Arg
105
Trp
Ala

ser

Leu
10
Lys

Ile

Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
ser
Leu
ser

Gly

Gln
155

Leu

Gln

Asp

Leu
60
Asp

Arg
Leu
Gly
TYyr

140
Asp

Trp
ASp
Ile

45
Asp

GIn
Asn
His
Leu
125

sSer

Met

Pro
Asp
30

ser

Phe

Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr
15
Thr

His

Ile

Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu
Lys
Ala
Pro
Ala

80
GlIn
Ala
Leu

val

Gln
160



10

15

Met
Phe
Thr
Glu
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
Ser

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

His
Tyr
Leu
val

50
His
GlIn
Asn
Lys
Leu
130

Leu

Leu

<210> 155
<211> 166
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 155

Met

1

Phe

Thr

Ser

Leu

65

Tyr

Ser

ser

ser

Ala

145

Asp
<210> 156
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Trp
val
Ile

35
val
His
Gln
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Trp
val
Ile

35
Ser
Pro
Gin
Asp
ser
115
Gly

Ser

Ser

Gly
Gln

20
Lys
Ser
Pro
Gln
Asp
100
ser
Gly

Ser

Ser

Gly
Gln

20
Lys
Ser
Ile
Ile
Leu
100
Cys
Gly

Arg

Pro

Thr
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
cys
Gly

Arg

Pro
165

Thr
Ala
Thr
Lys
Leu
Leu

85
Glu
His
val

Leu

Gly

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Leu
val
Ile
Gln
Thr

70
Thr
Asn
Leu
Leu
Gln

150
Cys

Cys
Pro
val
GlIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Cys
Pro
val
Lys

55
Leu
Ser
Leu
Pro
Glu

135
Gly

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

Gly
Ile
Thr

40
val
Ser
Met
Arg
Trp
120

Ala

Ser

146

Phe

Gln

Arg

val

ser

Met

Arg

105

Trp

Ala

ser

Phe
GIn

25
Arg
Thr
Lys
Pro
Asp
105
Ala

Ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Gly
Met
Ser

90
Leu
Ser

Gly

Gln

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
Ser

Gly

Gln
155

Trp
val
Asn
Leu
Asp

75
Arg
Leu
Gly
Tyr

Asp
155

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr
140
Asp

Leu
Gln
Asp
ASp

60
Gln
Asn
His
Leu
ser

140
Met

Trp
Asp
Ile

45
Asp

Gln

Asn

‘His

Leu
125
ser

Met

Trp
Asp
Ile

45
Phe
Thr
val
val
Glu
125

Thr

Leu

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Pro
AsSp

30
ser
Ile
Leu
Ile
Leu
110
Thr

Glu

Trp

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Tyr

15
Thr
His
Pro
Ala
Gln

95
Ala
Leu

val

Gln

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80
Gln
Ala
Leu

val

Gln
160

Leu
Lys
Thr
Gly
val

80
Ile
Phe
Asp

val

Leu
160



10

15

<400> 156

<210> 157
<211> 167
<212> PRT

Met
Phe
Thr
GIn
val
Ile
Phe
Asp

val
145

Leu

His
Tyr
Leu
ser

50
Leu
Tyr
ser

Ser

ser
130
Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 157

<210> 158

Met
Phe
Thr
Gln
Gly

65
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
Ser

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

Trp
val
Ile

35
val
His
Gln
Asn
LysS
115

Leu

Leu

Leu

Trp
val
Ile

35
val
His
GlIn
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro
Gln
Asp
100

ser

Gly

ser

Ser

Gly
Gln

20
Lys
Ser
Pro
Gln
Asp
100
Ser
Gly

Ser

ser

Thr
Ala
Thr
Ser
Ile
Ile

85
Leu

Cys

Gly

Arg

Pro
165

Thr
Ala
Thr
Ser
Ile
Ile

85
Leu
Ccys
Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val

Leu
150

Gly

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Cys
Pro
val
Gln

55
Thr
Thr
Asn

Leu

Leu
135
GIn

Cys

cys
Pro
val
GlIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

cys

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
ser
Leu
Pro

120
Glu

Gly

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

147

Phe
GlIn

25
Arg
val
Ser
Met
Arg
105

Trp

Ala

ser

Phe
Gln

25
Arg
val
Ser
Leu
Arg
105
Trp

Ala

ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp

Ala

ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Ala

75

ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
Ser

Gly

Gln
155

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu

Gly

Tyr
140
Asp

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr

140
Asp

Trp
Asp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His
Leu

125

ser

Met

Trp
AsSp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His
Leu
125

ser

Met

Pro
ASp

30
ser
Phe
Thr
val
val
110

Glu

Thr

Leu

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu

Thr

Glu

Trp

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

Gln
160

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

GlIn
160



10

15

<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 158

<210> 159
<211> 167
<212> PRT

Met
Phe
Thr
Gln

Gly
65
val

Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
ser

50

Leu
Tyr
Ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 159

Trp
val
Ile

35

val

His

GlIn
Asn
Lys
115
Leu
Leu

Leu

Gly
GlIn

20
Lys

Ser

Pro

GlIn
Asp
100
Ser
Gly

Ser

ser

Thr
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
cys
Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys

Leu
70
Leu

Glu
His
val
Leu

150
Gly

cys
Pro
val
Gln

55

Thr

Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Gly
Ile
Thr

40

Lys

Leu

Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

148

Phe
Gln

25
Arg

val

ser

Met
Arg
105
Trp

Ala

Ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

Ser

Leu

Trp

val

Asn

Gly

Met
75
ser

Leu

ser

Gly

Gln
155

Leu
GIn
Asp
Leu

60

Asp

Arg
Leu
Gly
Tyr

140
Asp

Trp
Asp
Ile

45

Asp

Gln
Asp
His
Leu
125

Ser

Met

Pro
Asp

30
ser

Phe

Thr

val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

Gln

Ala

Leu

val

Gln
160



10

15

Met
Phe
Thr
Gln
o
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

<210> 160
<211> 167
<212> PRT

His
Tyr
Leu
Ser

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 160

Met

Phe
Thr
Gln
&
val
Ile
Phe
ASp
val

145

Leu

<210> 161
<211> 167
<212> PRT

His
Tyr
Leu
ser

50
Leu
Tyr
Ala
Ser
ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

Trp
val
Ile

35
val
His
GlIn
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Trp

val
Ile

35
val
His
Gln
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro
Gln
Asp
100
Ser
Gly

ser

ser

Gly

Gln

20
Lys
Ser
Pro
GIn
Asp
100
ser
Gly

ser

Ser

Thr
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
cys
Gly

Arg

Pro
165

Thr

Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
cys
Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu
70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Leu

val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

cys
Pro
val
Gln

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Cys
Pro
val
Gln

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

GlIn

Cys

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

Gly

Ile
Thr

40
Lys
Leu
ser
Leu
Pro

120
Glu

149

Phe
Gln

25
Arg
val
ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

Phe

Gln

25
Arg
val
ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

ser

Leu

Leu
10
Lys

Ile

Thr

Lys

Pro

920

Asp

Ala

ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
ser
Leu
ser

Gly

Gln
155

Trp

val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
ser

Gly

Gln
155

Leu
Gin
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr

140

Asp

Leu

Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr
140

Asp

Trp
Asp
Ile

45
Asp
Gln
Glu
His
Leu
125

ser

Met

Trp
ASp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His
Leu
125

Ser

Met

Pro
Asp

30
ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Pro
Asp

30
ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Tyr
15
Thr

His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80
Gln
Ala
Leu

val

Gln
160

Leu

Lys
Thr
Pro
Ala

80
Gln
Ala
Leu

val

Gln
160



10

<400> 161

Met

1
Phe
Thr
Gln
Gly
65
val
ITe
Phe
Asp
val

145

Leu

<210> 162
<211> 167
<212> PRT

His
Tyr
Leu
Ser

50
Leu
Tyr
ser
Ser
ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 162

Met
Phe
Thr
Gln
Gly
65
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
sSer

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

Trp
val
Ile

35
val
His
Gln
ASn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Trp
val
Ile

35
val
His
GlIn
Asn
LysS
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln
20
Lys
ser
Pro
Gln
AS
100
ser
Gly

ser

Ser

Gly
Gln
20
Lys
Ser
Pro
Gln
As
100
Ser
Gly

Ser

ser

Thr

Ala

Thr

ser

Ile

Ile
85

p Leu

Ser
Gly
Arg

Pro

Thr

5
Ala
Thr
Ser
Ile

Ile
85

p Leu

cys

Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

cys
Pro
val
GlIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

GIn

Cys

Cys
Pro
val
GIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

GlIn

Cys

Gly
Ile
Thr

40
LyS
Leu
ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

Phe
GIn

25
Arg
val
ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

165

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

150

Phe
Gln
25
Arg
val
ser
Met
Ar
105
Trp

Ala

Ser

Leu

10
LyS
Ile
Thr
Lys
Pro

a0
Asp
Ala

ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Thr

Lys

Pro
90

g Asp

Ala

Ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
Ser

Gly

Glin
155

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
Ser

Leu

Gln

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
TYyr
140
Asp

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr

140
Asp

Trp
Asp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His
Leu
125

ser

Met

Trp
AsSp
Ile

45
Asp
Gln
Asn
His
Leu
125

ser

Met

Pro
Asp

30
ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Pro

Asp

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

80

GlIn

Ala

Leu

val

Gln
160

Tyr Leu
15

Thr Lys

30

ser

Phe

Thr

val
val
110
Glu

Thr

Leu

His

Thr

Ile Pro

Leu Ala

Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

80
Gln

Ala

Leu

val

GlIn
160
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15

<210> 163
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 163

<210> 164
<211> 167
<212> PRT

Met
1
Phe
Thr
Gln
Gly
65

val

Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
Ser

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 164

Trp
val
Ile

35
val
His
GlIn

Asn

Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro
Gln
Asp
100
Ser
Gly

ser

Ser

Thr

5
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85

Leu
Cys
Gly
Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Cys
Pro
val
GlIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

GIn

ser

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu

Ser

Leu

Pro
120
Glu

Gly

151

Phe
Gln

25
Arg
val
Ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp

Ala

Ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75

ser

Leu

Ser

Gly

Gln
155

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr

140
Asp

Trp
Asp
Ile

45
Asp
GlIn
Asn
His
Leu
125

Ser

Met

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr

val

val
110

Glu

Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95

Leu
Thr
Glu

Trp

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

Gln
160



10

15

Met
Phe

Thr

Glu
Gly

65
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His

Tyr

Leu

ser

50
Leu
Tyr
ser
Ser
ser
130

Ala

Asp

His
Tyr
Leu
ser

50
Leu
Tyr
ser
ser
ser
130

Ala

Asp

<210> 165
<211> 167
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 165
Met
1
Phe
Thr
Gln
Gly
65
val
Ile
Phe
Asp
val
145
Leu
<210> 166
<211> 167
<212> PRT

Trp

val

Ile
35

val

His

Gln

Asn

Lys

115

Leu

Leu

Leu

Trp

val
Ile

35
val
His
GIn
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln

20
Lys
Ser
Pro
Gln
Asp
100
Ser
Gly

ser

ser

Gly

Gln
20

Lys
sSer
Pro
Gln
Asp
100
Ser
Gly

Ser

ser

Thr
Ala

Thr

Ser
Ile
Ile

85
Leu
Cys
Gly

Arg

Pro
165

Thr

Ala

Thr
Ser
Ile

Ile

ES 2537062 T3

Leu
val

Ile

Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Leu

val
Ile
Lys
Leu

70

Leu

85 .

Leu
Cys
Gly
Arg

Pro
165

Glu
His
val
Leu

150
Gly

Cys

Pro

val

Gln

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

Cys

Cys

Pro
val
Gln

55
Thr
Thr
ASn
Leu
Leu
135

GlIn

cys

Gly
Ile

Thr
40

Lys
Leu
ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

Gly

Ile
Thr

40
Lys
Leu
ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

152

Phe
Gln

Arg

val
Ser
Met
Ar

105
Trp
Ala

ser

Phe

Gln
25

Arg
val
Ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

Leu
10
Lys

Ile

Thr

Lys

Pro
90

g Asp

Ala

Ser

Leu

Leu
10

Lys

Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

ser

Leu

Trp
val

Asp

Gly
Met

75
Ser
Leu
ser

Gly

Gln
155

Trp

val

Asp
Gly
Ala

75
ser
Leu
ser

Gly

Gln

Leu Trp
Gln Asp

Asp Ile
45

Leu Asp
Asp Gln
Arg Asn
Leu His
Gly Leu

125

Tyr Ser
140

Asp Met

Leu Trp
Gln Asp
Asp Ile

45
Leu Asp

60

Asp Gln
Arg Asn
Leu His
Gly Leu

125

Tyr Ser
140

Asp Met

Pro
ASp

30
Ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Pro

Asp
30
Ser

Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr
15
Thr

His

Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Tyr
15

Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu

Lys

Thr

Pro
Ala

80
Gln
Ala
Leu

val

Gln
160

Leu

Lys

Thr
Pro
Ala

80
Gln
Ala
Leu

val

Gln
160



10

15

<213> Homo sapiens

<400> 166

<210> 167
<211> 167
<212> PRT

Met
1
Phe
Thr
GlIn
Gly
65
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
sSer

50
Leu
Tyr
ser
Ser
Ser
130

Ala

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 167

Met
1
Phe
Thr
Gln
Gly
65
val
Ile
Phe
Asp
val

145

Leu

His
Tyr
Leu
ser

50
Leu
Tyr
Ser
Ser
ser
130

Ala

Asp

Trp
val
Ile

35
val
His
GIn
Asn
Lys
115
Leu
Leu

Leu

Trp
val
Ile

35
val
His
Gln
Asn
Lys
115
Leu

Leu

Leu

Gly
Gln

20
Lys
ser
Pro
GIn
Asp
100
Ser
Gly

ser

Ser

Gly
Gln

20
Lys
Ser
Pro
Gln
Asp
100
ser
Gly

Ser

ser

Thr
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
ser
Gly

Arg

Pro
165

Thr
Ala
Thr
ser
Ile
Ile

85
Leu
Cys
Gly

Arg

Pro
165

ES 2537062 T3

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Leu
val
Ile
Lys
Leu

70
Leu
Glu
His
val
Leu

150
Gly

Cys
Pro
val
GlIn

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu
135

Gln

cys

Cys
Pro
val
Gln

55
Thr
Thr
Asn
Leu
Leu

135
Gln

‘ser

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

Gly
Ile
Thr

40
Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

153

Phe
Gln

25
Arg
val
Ser
Leu
Arg
105
Trp

Ala

ser

Phe
Gln

25
Arg
val
Ser
Met
Arg
105
Trp

Ala

ser

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

Ser

Leu

Leu

10
Lys
Ile
Thr
Lys
Pro

90
Asp
Ala

Ser

Leu

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
ser
Leu
Ser

Gly

GlIn
155

Trp
val
Asn
Gly
Met

75
Ser
Leu
ser

Gly

Gln

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
Tyr

140
Asp

Leu
Gln
Asp
Leu

60
Asp
Arg
Leu
Gly
TYyr

140
Asp

Trp
ASp
Ile

45
Asp
GlIn
Asn
His
Leu
125

ser

Met

Trp
Asp
Ile

45
Asp
Gln
Glu
His
Leu
125

Ser

Met

Pro
Asp

30
Ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Pro
ASp

30
ser
Phe
Thr
val
val
110
Glu

Thr

Leu

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Tyr

15
Thr
His
Ile
Leu
Ile

95
Leu
Thr

Glu

Trp

Leu
Lys
Thr
Pro
Ala

80
Gln

Leu

val

GlIn
160

Leu

Lys

Thr

Pro

Ala

80

Gln

Ala

Leu

val

Gln
160
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ES 2537062 T3

<210> 168
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 168
His Ala GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp val
1 5 10
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu
25
<210> 169
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)
<223> D-GIn
<400> 169
His Ala GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp val
1 5 10
Gln Ala Ala Leu Glu Phe ITe Ala Trp Leu
20 25
<210> 170
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 170
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Thr
1 5 10
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25
<210> 171
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 171
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val
1 5 10
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25
<210> 172
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 172

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val
1 5 10

Gln Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25

154

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
15

val Lys Gly Arg Gly
30

Ser Ser Tyr Leu G}E Gly

val Lys Gly Arg Gly
30

Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
15

val Lys Gly Arg Gly
30

Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
15

val Lys Gly Arg Gly
30

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

val Lys Gly Arg
30
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ES 2537062 T3

<210> 173
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 173
His Ala GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 : 15
Gln Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly
25 30
<210> 174
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)
<223> D-GIn
<400> 174
H'ii Ala GIn Gly Thg Phe Thr ser Asp val Ser Ser Tyr Leu G]lg Gly
10
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly
20 25 3
<210> 175
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)
<223> acetil-Lys
<400> 175
His Ala Lys Gly Thr Phe Thr ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Agg Gly
25
<210> 176
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 176
His Ala Thr Gly Thr Phe Thr ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly
.20 25 30
<210> 177
<211>31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

155
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<221> MOD_RES
<222> (3)
<223> D-Thr

<400> 177

His Ala Thr Gly
1

Gln Ala Ala Leu
20

<210> 178

<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 178

His Ala Asn Gly
1

GIn Ala Ala Leu
20

<210> 179

<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)

<223> D-Asn

<400> 179

His Ala Asn Gly
1

GIn Ala Ala Leu
20

<210> 180

<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 180

Hii Ala Glu Gly

Arg Arg Ala Gln
20

<210> 181
<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 181

ES 2537062 T3

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser
5 10

Glu Phe Ile Ala ng Leu val Lys

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser ser
5 10

Glu Phe 1le Ala T;g Leu val Lys

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser
5 10

Glu Phe Ile Ala ng Leu val Lys

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser
5 10

Glu Phe Ile A1a‘T5g Leu val Lys

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Thr Ser Lys
1 5

10

GIn Ala Ala LSS Glu Phe Ile Ala T;g Leu val Lys

156

Tyr Leu

Gly Arg
30

Tyr Leu

Gly Arg
30

Tyr Leu

Gly Arg
30

Tyr Leu

Gly Arg
30

Tyr Leu

Gly Arg
30

Glu Gly
15

Gly

Glu Gly
15

Gly

Glu Gly
15

Gly

Glu ser
15

Gly

Glu Gly
15

Gly
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<210> 182
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 182
His Ala Glu Gly
1
Gln Ala Ala Leu
<210> 183
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 183
His Ala Glu Gly
1
Arg Ala Ala Leu
20
<210> 184
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 184
His Ala Glu Gly
1
GIn Arg Ala Leu
20
<210> 185
<211> 39
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 185
His Gly Glu Gly
1
Glu Ala val Arg
20
Ser Gly Ala Pro
35
<210> 186
<211> 39
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum
<400> 186

His Gly Glu Gly
1

Glu Ala val Arg
20

Ser Gly Ala Pro

ES 2537062 T3

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Lys Tyr Leu
5 10

Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg
25 30

Thr Phe Thr Sser Asp val Ser Ser Tyr Leu
5 10

Glu Phe ITe Ala Trp Leu val Lys Gly Arg
25 30

Thg Phe Thr Ser Asp vig Ser Ser Tyr Leu

Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg
25 30

Thr Phe Thr Ser Asp Lig Ser Lys GIn Leu
Leu Phe ITle Glu Phe Leu Lys Asn Gly Gly
25 30

Pro Pro Ser

Ala Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu
10

Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Gly Gly

30

Pro Pro Ser

157

Glu Gly
15

Gly

Glu Gly
15

Gly

Glu Gly
15

Gly

Glu Glu
15

Pro Ser

Glu Glu
15

Pro ser
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ES 2537062 T3

<210> 187
<211> 39
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 187
Hii Gly Glu Gly Thg Phe Thr Ser Asp Le(t.)l ser Lys GIn Leu Glu Glu
1
Glu Ala val Arg Leu Ala Ile Glu Phe Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 188
<211> 37
<212> PRT
<213> Xenopus laevis
<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)
<223> Ser-OH
<400> 188
His Ala Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Thr Gln Gin Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Ala Ala Lys Glu Phe Ile Asp Trp Leu Ile Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Lys Glu Ile Ile Ser
35
<210> 189
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 189
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr 618 Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 1
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Pro Ser Thr Asn val
20 25
Gly Ser Asn Thr Tyr
35
<210> 190
<211> 28
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 190
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Leu Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn
20 25
<210> 191
<211> 36
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 191
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr G'IS Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 1
val His Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu A;g His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20
Arg Gln Arg Tyr
5 35
<210> 192
<211> 36
<212> PRT
10 <213> Homo sapiens
<400> 192
Tyr Pro Leu Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30
Arg Gln Arg Tyr
15 35
<210> 193
<211> 36
<212> PRT
20 <213> Homo sapiens
<400> 193
Tyr Pro val Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10 15
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30
Arg Gln Arg Tyr
35
25
<210> 194
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
30
<400> 194
Tyr Pro Ile Arg Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10 15
Leu Asn Arg T)Z/(r)' Tyr Ala Ser Leu Agg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
Arg Gln Arg Tyr
35
35 <210> 195
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
40 <400> 195

159



10

15

20

25

30

35

ES 2537062 T3

Tyr Pro Ile GIn Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10 15

Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30

Arg GIn Arg Tyr
35

<210> 196
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 196
Ty; Pro Ile Asn Prg Glu Ala Pro Gly G':Ilg Asp Ala Ser Pro Glu Glu
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30
Arg GIn Arg Tyr
35

<210> 197
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 197

Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu

1 5 10 15
Leu Asn Arg Tgs Tyr Ala Ser Leu Lys His Tyr Leu Asn Leu val Thr
25
Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 198
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 198

Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu

1 5 10 15
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30
Arg Pro Arg Tyr
35

<210> 199
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 199
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Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10 15

Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30

Arg His Arg Tyr
35

<210> 200
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 200
Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Pro Ala Glu Glu
1 5 10 15
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25 30
Arg Gln Arg Tyr
35
<210> 201
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 201
Ty; Pro Ile Lys Pr<sJ Glu Ala Pro Gly G113 Asp Ala Ser Pro Glu Glu
Leu Asn Arg T%l(r)‘ Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Leu Thr
25
Arg Pro Arg Tyr
35
<210> 202
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 202
Ty£ Pro Ile Pro G'Ig Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu
10
Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg
20 25 30
Gln Arg Tyr
35
<210> 203
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Construccion quimérica de ser humano y de salmoén
<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)

<223> Phe(CH2s03)
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<400> 203
Asg Phe Met Gly Trp Met Asp Phe Gly
5
Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn
20 25
Tyr Pro Arg Thr Asn val Gly Ser Asn
35 40
<210> 204
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 204
Hii Ala Glu Gly Th; Phe Thr Ser Asp
GIn Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp
25
<210> 205
<211>29
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 205
Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser
1 5
Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val
20 25
<210> 206
<211> 28
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 206
Glu Gly Thr Phe Thg Ser Asp val Ser
1
Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val
20 25
<210> 207
<211>31
<212> PRT
<213> Heloderma suspectum
<400> 207
Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu Glu
1 5
Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser
20 25
<210> 208
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 208

162

Lys
10

Glu

Thr

val
10

Leu

Ser
10

Lys

ser
10

Lys

Ala
10

Gly

Arg
Leu

Tyr

Ser

val

Thr

Gly

Thr

Gly

val

Ala

Lys Cys Asn Thr Ala
15

val Arg Leu Gin Thr
30

Ser Thr Leu Glu Gly
15

Lys Gly Arg Gly
30

Leu Glu Gly Gln Ala
15

Arg Gly

Leu Glu Gly GIn Ala
15

Arg

Arg Leu Phe Ile Glu

Pro Pro Pro Ser
30
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Trg Met Asp Phe

<210> 209
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 209
Gly Trp Met Asp Phe
1 5
<210> 210
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 210
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 " 10 15
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
25
Gly Ser Asn Thr
35
<210> 211
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 211
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15
val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn val
25
Gly Ser Asn
35
<210> 212
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 212
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5
val His Ser Ser
20
<210> 213
<211>18
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 213

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

val His
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<210> 214

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 214

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

val

<210> 215

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 215

Lyi Cys Asn Thr A1g Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn PE? Leu

<210> 216

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 216

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe
1 5 10 15

<210> 217
<211>7

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 217

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys
1 5

<210> 218

<211>25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 218

Met Leu Gly Thr Tyr Thr GIn Asp Phe Asn Lys Phe His Thr Phe Pro
1 5 10 15

GIn Thr Ala Ile Gly val Gly Ala Pro
20 25

<210> 219

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 219

Me{ Leu Gly Thr Ty; Thr GIn Asp Phe Asg Lys Phe His Thr Phe Pro
1

GIn Thr Ala Ile
20
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<210> 220

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 220

Mei Leu Gly Thr Tyg Thr GIn Asp Phe Aig Lys Phe His Thr Phe Pro

GIn Thr Ala

<210> 221

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 221

<210> 222

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 222

<210> 223

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 223

<210> 224

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 224

<210> 225
<211> 146
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 225

ES 2537062 T3

Met Leu Gly
1

Lys Phe His Thr pPhe Pro GIn Thr Ala
1 5

Lys Phe His Thr Phe Pro Gln Thr Ala Ile
1 5

10

GIn Asn Leu Ser His Arg Leu Trp GIn Leu
1 5 10
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val Pro Ile GIn Lys val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr
1 5 10 15

Ile val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gin Ser val Ser Ser
20 25 30

Lys Gln Lys val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro Ile
35 40 45

Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala val Tyr GIn GIn Ile
50 55 60

Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn val Ile GIn Ile Ser Asn Asp Leu
65 70 75 80

Glu Ash Leu Arg Agp Leu Leu His val Lsg Ala Phe ser Lys sg; Cys
5

His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly Gly

Tr
100 105 110

val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu val val Ala Leu Ser Arg
115 120 125

Leu GIn Gly Ser Leu GIn Asp Met Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser Pro

130 135 ’ 140
Gly Cys
145

<210> 226
<211>18
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 226

Lys val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro Ile Leu Thr

1 5 10

Leu Ser
<210> 227
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 227

Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu

1 5 10 15
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Agg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 5
Arg GIn Arg
35

<210> 228
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 228

Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10

Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu
20 25 30
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<210> 229
<211>25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 229
Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg
20 25
<210> 230
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 230
Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu
1 5 10 15
<210> 231
<211>10
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 231
Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu
1 5 10
<210> 232
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 232
Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu
1 5 10 15
Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg
20 25 30
Gln Arg Tyr
35
<210> 233
<211> 33
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 233
Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg
1 5 10 15
Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg
20 25 30
Tyr
<210> 234
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<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 234

ES 2537062 T3

Pr‘c1> Glu Ala Pro Ghs/ Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg Tyr
15

Tyr Ala Ser szag Arg His Tyr Leu Agr; Leu val Thr Arg G;S Arg Tyr

<210> 235

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 235

His Ala Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Thr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Leu Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly

<210> 236

<211> 27

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 236

His Gly Glu Gly
1

Glu Ala val Arg
20

<210> 237

<211> 28

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 237

Hii Gly Glu Gly

Glu Ala val Arg
20

<210> 238

<211>29

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 238

His Gly Glu Gly
1

Glu Ala val Arg
20

<210> 239
<211> 30
<212> PRT

20

Thr pPhe Thr Ser Asp
5

Leu Phe Ile Glu Trp
25

Thg Phe Thr Ser Asp

Leu Phe Ile Glu T;p
5

Thr Phe Thr Ser Asp
5

Leu Phe Ile Glu Trp
25
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10
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Leu
10

Leu

Leu
10

Leu

25

Ser Lys GIn Met Glu Glu
15
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15
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<213> Heloderma suspectum
<400> 239

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly
20 25 30

<210> 240

<211> 28

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum
<400> 240

Hii Gly Glu Gly Ala Phe Thr Ser Asp Leld Ser Lys GIn Leu Glu Glu
5 1

Glu Ala val A;g Leu Phe Ile Glu Przuse Leu Lys Asn

<210> 241

<211> 27

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum
<400> 241

His Gly Glu Gly Thg Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu
1 10

Glu Ala val A;g Leu Phe I1e'G1u Phe Leu Lys
0 5

<210> 242

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 242

val Gly Ser Asn Thr Tyr
1 5
<210> 243
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 243

Gly Ser Asn Thr Tyr
1 5

<210> 244
<211>4
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 244
ser Asn Thr Tyr
1

<210> 245
<211>6
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 245

<210> 246

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 246

<210> 247

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 247

<210> 248

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 248

<210> 249

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 249

<210> 250

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 250

<210> 251

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 251

ES 2537062 T3

I1§ Ser Pro GIn Gly Tyr
5

ser Pro Gin Gly Tyr
1 5

Pro GIn Gly Tyr
1

Ile Gly val Gly A1§ Pro

1

Gly val Gly Ala Pro
1 5

val Gly Ala Pro
1

val Gly Ser Lys Ala Phe
1 5
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<210> 252

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 252

<210> 253

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 253

<210> 254

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 254

<210> 255

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 255

<210> 256

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 256

<210> 257

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 257

<210> 258

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 258

ES 2537062 T3

61{ ser Lys Ala Phg

Sei Lys Ala phe

ser ser Pro His Ser Tyr
1 5

Ser Pro His Ser Tyr
1 5

Pro His Ser Tyr
1

Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
1 5 10
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<210> 259

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 259

<210> 260

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 260

<210> 261

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 261

<210> 262

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 262

<210> 263

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 263

<210> 264

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 264

<210> 265
<211>11
<212> PRT

ES 2537062 T3

His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
1 5 10

Ty; Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
5

10

Leg Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
5

Asg Leu val Thr Ar% Gln Arg Tyr

Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
1 5

val Thr Arg GIn Arg Tyr
1 5

Th; Arg GIn Arg Ty;
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<213> Homo sapiens

<400> 265

<210> 266

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 266

<210> 267

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 267

<210> 268

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 268

<210> 269

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 269

<210> 270

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 270

<210> 271

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 271

ES 2537062 T3

Arg His Tyr Leu Asg Leu val Thr Arg GIn Arg
10

His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg
1 5 10

Ty; Leu Asn Leu Va} Thr Arg GIn Arg

Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg
1 5

Asn Leu val Thr Arg Gln Arg
1 5

Leu val Thr Arg 61? Arg
1

val Thr Arg GIn Arg
1 5
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<210> 272

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 272

<210> 273
<211>9

<212> PRT

<213> Xenopus sp.

<400> 273

<210> 274
<211>8

<212> PRT

<213> Xenopus sp.

<400> 274

<210> 275
<211>8

<212> PRT

<213> Xenopus sp.

<400> 275

<210> 276
<211>7

<212> PRT

<213> Xenopus sp.

<400> 276

<210> 277

<211>9

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 277

<210> 278

<211>8

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

ES 2537062 T3

Th; Arg Gln Arg

Gly Lys Pro Lys Lyg Ile Arg Tyr Ser
1

Lys Pro Lys Lys Ile Arg Tyr Ser

Gly Trp Leu Ile Lys Gly Arg Pro
1 5

Trg Leu Ile Lys G1§ Arg Pro

Pro ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5
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<400> 278

<210> 279

<211>7

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 279

<210> 280

<211>6

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 280

<210> 281

<211>5

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 281

<210> 282

<211>4

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 282

<210> 283
<211>30

<212> PRT

<213> Xenopus sp.

<400> 283

Thr Asn Asp val Thr Glu Tyr Leu Glu Glu Lys Ala Ala Lys Glu Phe
1 5 10 15

ITe Glu Trp Leu Ile Lys Gly Lys Pro Lys Lys Ile Arg Tyr
20 25 30

<210> 284

<211> 28

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<400> 284

ES 2537062 T3

Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 :

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5

Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5

Ala Pro Pro Pro Ser
1 5

Pro Pro Pro Ser
1
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Hii Gly Glu Gly Thts' Phe Thr Ser Asp L]eB Sser Lys GIn Leu Glu Glu

Glu Ala val Agg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn
0 25

<210> 285

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 285

Lys Ala Asn Thr Ala Thr Ala
1 5
<210> 286
<211> 20
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 286

val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro
1 5 10 15

Arg Thr Asn Thr
20

<210> 287
<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 287
Asp Phe Met Gly Trp Met Asp Phe
1 5
<210> 288
<211> 20
<212> PRT
<213> Oncorhynchus sp.
<400> 288

val Leu Gly Lys Leu Ser Glu Glu Leu His Lys Leu GIn Thr Tyr Pro
1 5 10 15

Arg Thr Asn Thr
20

<210> 289
<211>20
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> Construccién quimérica de ser humano y de salmén

<400> 289

val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro
1 5 10 15 :

Arg Thr Asn Thr
20
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<210> 290
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 290
Ala Pro Leu Glu Pro val Tyr Pro Gly Asp Asn Ala Thr Pro Glu GIn
1 5 10 15
Met Ala Gln Tyr Ala Ala Asp Leu Arg Arg Tyr Ile Asn Met Leu Thr
20 25 3
Arg Pro Arg Tyr
35
<210> 291
<211> 38
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> misc_feature
<223> C-term amidado

<400> 291
val Ile Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu Arg Ile Leu Leu
1 5 10 15
Glu GIn Ala Arg Tyr Lys Ala Ala Arg Asn GIn Ala Ala Thr Asn Ala
20 25 30
Gln Ile Leu Ala His val
35
<210> 292
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 292
Trp Ser Pro Gly Ala Arg Asn GIn Gly Gly Gly Ala Arg Ala Leu Leu
1 5 10 15
Leu Leu Leu g(])a Glu Arg Phe Pro
<210> 293
<211>18
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado
<400> 293

Thr GIn Ser Gln Arg Glu Arg Ala Glu Gln Asn Arg Ile Ile Phe Asp
1 5 10 15

ser val
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<210> 294

<211> 40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> C-term amidado

<400> 294
AsSp Asn Pro Ser ls.eu ser Ile Asp Leu Thr Phe His Leu Leu Arg Thr
1 15
teu Leu Glu Leu Ala Arg Thr Gln Ser GIn Arg Glu Arg Ala Glu Gln
20 25 30
Asn Arg Ile Ile Phe Asp ser val
35 40
<210> 295
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 295
Ser Phe His Tyr Leu Arg Ser Arg Asp Ala Ser Ser Gly Glu Glu Glu
1 5 10 15
Glu Gly Lys Glu
20
<210> 296
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 296
Ala GIn Ala Ala Ala Asn Ala His Leu Met Ala Gln Ile
1 5
<210> 297
<211>21
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 297
Asp Asn Pro Ser Leu Ser Ile Asp Leu Thr Phe His Leu Leu Arg Thr
1 5 10 15
Leu Leu Glu Leu Ala
<210> 298
<211> 26
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 298
Thr Lys Phe Thr Leu Ser Leu Asp val Pro Thr Asn ITe Met Asn Leu
1 5 10 15
Leu Phe Asn Ile Ala Lys Ala Lys Asn Leu
20 25
<210> 299
<211> 38
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 299
Phe Thr Leu Ser geu Asp val Pro Thr Asn Ile Met Asn Leu Leu Phe
1
Asn ITe Ala Lys Ala Lys Asn Leu Arg Ala Gln Ala Ala Ala Asn Ala
20 25 30
His Leu Met Ala GIn Ile
35
<210> 300
<211> 38
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 300
Phe Leu Phe His Tyr Ser Lys Thr Gln Lys Leu Gly Lys Ser Asn val
1 5 10 5
val Glu Glu Leu GIn Ser Pro Phe Ala Ser Gln Ser Arg Gly Tyr Phe
20 25 30
Leu Phe Arg Pro Arg Asn
35
<210> 301
<211> 28
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 301
Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly
1 5 10 15
Ala GIn Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr
20 25
<210> 302
<211> 32
<212> PRT
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<400> 302
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Asn Ser Lys Met Ala His Ser Ser Ser Cys Phe Gly Gln Lys Ile Asp
1 5 10 15

Arg Ile Gly Ala val
20

<210> 303

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 303

ier Pro Lys Met \S/a1

Ser Arg Leu (Zs'éy Cys Asp Gly Leu égg Leu Phe

GIn Gly ser Gly c%s Phe Gly Arg Lys Met Asp
1 15

Arg Ile Ser ggr Ser Ser Gly Leu g}y Cys Lys val Leu Arg Arg His
: 30

<210> 304
<211> 22
<212> PRT
<213> porcino

<400> 304

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
1 5 10 15

Met Ser Gly |2_eu Gly Cys
0

<210> 305
<211>8
<212> PRT
<213> porcino

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 305

Iyr Phe Leu Phe érg Pro Arg Asn

<210> 306
<211> 23

<212> PRT
<213>rata

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 306
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Tyr Lys val Asn Glu Tyr GIn Gly Pro val Ala Pro Ser Gly Gly Phe
1 5 10 15

ES 2537062 T3

Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
20

<210> 307

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 307

<210> 308

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 308

Phe Arg val Asp Glu Glu Phe GIn Ser Pro Phe Ala Ser Gln Ser Arg
1 5 10 15

Gly Tyr Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
1 5

Gly Tyr Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
20 25

<210> 309
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Hibrido de CCK humana y PYY humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> Ligado del extremo N (cabeza) al extremo N (cabeza)

<220>

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

<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> Tirosina sulfatada

<220>
<221> MOD_RES
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<222>(9)..(9)
<223> Succinoil-Cys

<400> 309

;he Asp Met Trp g]y Met Tyr Asp Cys <132)u Asp Ala Ser Pro Glu Glu

Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
20 25

Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 310
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Hibrido de CCK humana y PYY humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> Ligado del extremo N (cabeza) al extremo N (cabeza)

<220>

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

<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> Tirosina sulfatada

<220>

<221> MOD_RES
<222>(9)..(9)

<223> Bis-Cys(N-Acetilo)

<400> 310

]P-he Asp Met Trp cs;'ly Met Tyr Asp Cys G;I)u Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1

Leu Asn Arg ;%r Tyr Ala Ser Leu é\gg His Tyr Leu Asn Leu val Thr
30

Arg GIn Arg Tyr
35

<210> 311
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Hibrido de CCK humana y PYY humano

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Ligado del extremo N (cabeza) al extremo N (cabeza)
<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> para(CH2S03)Phe

<220>

<221> MOD_RES

<222>(9)..(9)

<223> Gly-Aminoximetilcarbonilo
<400> 311

Phe Asp Met Trp cs-ﬂy Met Phe Asp Gly g;l)u Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1
Leu Asn Arg 12'5r Tyr Ala Ser Leu /;Eg His Tyr Leu Asn ggu val Thr

Arg GIn Arg Tyr
35

<210> 312
<211> 63
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<400> 312

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Gly Lys
20 25 30
Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His
35 40 4

Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 313
<211>62
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<400> 313
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp igu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5

Glu Ala val S\Sg Leu Phe Ile Glu 12'Ep Leu Lys Asn Gly g;l)y Gly Cys

Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg

35 40
Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 314
<211> 25
<212> PRT
<213> porcina
<400> 314
Phe Lys val Asp Glu Glu Phe GIn Gly Pro Ile val Ser Gln Asn Arg
1 5 10 15
Arg Tyr Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
20 25
<210> 315
<211> 33
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 315
Ile Leu GIn Arg Gly Ser Gly Thr Ala Ala val Asp Phe Thr Lys Lys
1 5 10 15
Asp His Thr Ala Thr Trp Gly Arg Pro Phe Phe Leu Phe Arg Pro Arg
20 25 30
Asn
<210> 316
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 316
Leu val GIn Pro Arg Gly Ser Arg Asn Gly Pro Gly Pro Trp GlIn Gly
1 5 10 15
Gly Arg Arg Lys Phe Arg Arg GIn Arg Pro Arg Leu Ser His Lys Gly
20 25 30
Pro Met Pro Phe
35
<210> 317
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 317
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Pro Glu Arg Pro Arg Leu Ser His Lys Gly Pro Met Pro Phe
1 5 10

<210> 318

<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 318
Ser Arg Thr His Arg His Ser Met Glu Ile Arg Thr Pro Asp Ile Asn
1 5 10 15
Pro Ala Trp Tyr Ala Ser Arg Gly Ile Arg Pro val Gly Arg Phe
20 25 30
<210> 319
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 319
Thr Pro Asp Ile Asn Pro Ala Trp Tyr Ala Ser Arg Gly Ile Arg Pro
1 5 10 15
val Gly Arg Phe
20
<210> 320
<211> 34
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 320
GIn Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15
Lys GIn Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met
20 25 30
Asp Phe
<210> 321
<211>18
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado
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<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(2)

<223> piroGlutamina

<400> 321
Pro Glu Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met
1 5 10 15
Asp Phe

<210> 322

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> bAla

<400> 322

é1a Trp Met Asp Ehe

<210> 323

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 323
iys Ala Pro Sser g'ly Arg Met Ser Ile VS'I Lys Asn Leu Gln Asn Leu
1
Asp Pro Ser His Arg Ile Ser Asp Arg Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp
20 25 30
Phe
<210> 324
<211>29
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 324
GIn Glu Gly Ala Pro Pro Gln Gln Ser Ala Arg Arg Asp Arg Met Pro
1 5 10 15
Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys
20 25
<210> 325
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<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 325

Asp Arg Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys
1 5 10 15

Lys

<210> 326

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 326

Ser Ala Asn Ser Asn Pro Ala Met Ala Pro Arg Glu Arg Lys Ala Gly
1 5 10 15

Cys Lys Asn ;Be Phe Trp Lys Thr ;l;e Thr ser Cys

<210> 327

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 327

Ala Gly Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys

1 5 "~ 10

<210> 328

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 328
val Pro Leu Pro Ala Gly Gly Gly Thr val Leu Thr Lys Met Tyr Pro
1 5 10 15
Arg Gly Asn His Trp Ala val Gly His Leu Met
20 25
<210> 329
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 329
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<210> 330

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 330

Leu Ser Trp Asp Leu Pro Glu Pro Arg Ser Arg Ala Ser Lys Ile Arg
1 5 10 15

val His Ser Arg Gly Asn Leu Trp Ala Thr Gly His Phe Met
20 25 30

<210> 331

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 331

<210> 332

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 332

<210> 333

<211>21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 333

Lys Ile Pro Tyr Ile Leu Lys Arg GIn Leu Tyr Glu Asn Lys Pro Arg
1 5 10 15

Arg Pro Tyr Ile Leu
20

<210> 334

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2537062 T3

Gly Asn His Trp Ala val Gly His Leu Met
1 5 10

Gly Asn Leu Trp Ala Thr Gly His Phe Met
1 5 10

Pro Phe Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
1 5
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<400> 334

g]n Leu Tyr Glu ésn Lys Pro Arg Arg ;50 Tyr Ile Leu

<210> 335

<211>54

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 335
Gly Thr Ser Leu Ser Pro Pro Pro Glu Ser Ser Gly Ser Pro Gln Gln
1 5 10 1
Pro Gly Leu Ser Ala Pro His Ser Arg GIn Ile Pro Ala Pro Gln Gly
20 25 30
Ala val Leu val Gln Arg Glu %s ASp Leu Pro Asn Tyr Asn Trp Asn
45
Ser Phe Gly Leu Arg Phe
50
<210> 336
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 336

§1u Lys Asp Leu Ero Asn Tyr Asn Trp an Ser Phe Gly Leu égg Phe

<210> 337

<211>31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 337
Ser Ala Gly Ala Thr Ala Asn Leu Pro Leu Arg Ser Gly Arg Asn Met
1 5 10 15
Glu val ser Leu val Arg Arg val Pro Asn Leu Pro Gln Arg Phe
20 25 30
<210> 338
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 338

val Pro Asn Leu Pro GIn Arg Phe
1 5

<210> 339

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 339

Iyr Gly Gly Phe Leu Arg Arg Ile Arg Pro Lys Leu Lys Trp Asp Asn
5 10 15

Gln Lys Arg '%r' Gly Gly Phe Leu /;Eg Arg Gln Phe Lys \3/(a)1 val Thr

<210> 340

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 340

Iyr Gly Gly phe %eu Arg Arg Gln Phe i%s val val Thr

<210> 341

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> amida C-term

<400> 341
Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg Gln Arg Tyr
1 5
<210> 342
<211> 38
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 342
Cys Ser Cys Ser Ser Leu Met Asp Lys Glu Cys val Tyr Phe Cys His
1 5 10 15
Leu Asp Ile Ile Trp val Asn Thr Pro Glu His val val Pro Tyr Gly
20 25 30
Leu Gly Ser Pro Arg Ser
35
<210> 343
<211>21
<212> PRT
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gys Ser Cys Ser ger Leu Met Asp Lys (1;’(I)u Cys val Tyr Phe Cys His
15

<400> 343
Leu Asp
<210> 344
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 344
Cys Ser
1
Leu Asp
Leu Gly
<210> 345
<211>21
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 345
Cys Ser
1
Leu Asp
<210> 346
<211>41
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 346
Cys Thr
1
Leu Asp
Leu Ser
<210> 347
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ile Ile Trp
20

Cys Ser Ser Trp Leu Asp Lys Glu Cys val Tyr Phe Cys His
5 10 15
ITe Ile Trp val Asn Thr Pro Glu GIn Thr Ala Pro Tyr Gly
20 25 30

Asn Pro Pro
35

Cys Ser Ser Trp Leu Asp Lys Ggu Cys val Tyr Phe Cys His
5 1 15

Ile Ile Trp
20

Cys Phe Thr Tyr Lys Asp Lys Glu Cys val Tyr Tyr Cys His
5 10 15
Ile Ile Trp Ile Asn Thr Pro Glu GIn Thr val Pro Tyr Gly
20 25 30

Asn Tyr Arg Gly Ser Phe Arg
35 40
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<400> 347
Cys Thr Cys Phe Thr Tyr Lys Asp Lys Glu Cys val Tyr Tyr Cys His
1 5 10 15
Leu Asp Ile Ile Trp
20
<210> 348
<211> 27
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 348
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg val Gln Gln Arg Lys
1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro
20 25
<210> 349
<211>10
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 349
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GlIn
1 5 10
<210> 350
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 350
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala GIn Asp Phe val Gln Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
20 25 30
Arg Asn Asn Ile Ala
35
<210> 351
<211>29
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 351
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Arg Ala GIn Asp Phe val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
<210> 352
<211> 42
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 352
Tyr Ala Glu Gly Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys
1 5 10 15
Ile His GIn GIn Asp Phe val Asn Trp Leu Leu Ala GIn Lys Gly Lys
20 25 30
Lys Asn Asp Trp Lys His Asn Ile Thr Gln
35 40
<210> 353
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 353
Tyr Ala Glu Gly Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys
1 5 10 15
Ile His GIn Gln Asp Phe val Asn Trp Leu Leu Ala Gln Lys
2 25 30
<210> 354
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 354
Trp Tyr Lys His val Ala Ser Pro Arg Tyr His Thr val Gly Arg Ala
1 5 10 15
Ala Gly Leu Leu Met Gly Leu Arg Arg Ser Pro Tyr Leu Trp
20 25 . 30
<210> 355
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 355
Trp Tyr Lys His val Ala Ser Pro Arg Tyr His Thr val Gly Arg Ala
1 5 10 15
Ala Gly Leu Leu Met Gly Leu
20
<210> 356
<211> 38
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 356
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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
30

Gln Arg \;a] Lys Asn Lys
5

<210> 357

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 357
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys GIn
1 ' 5 10 15
Met Ala val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala val Leu
20 25
<210> 358
<211> 42
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 358
His Ala Asp Gly val Phe Thr Ser Asp Phe Ser Lys Leu Leu Gly GIn
1 5 10 15
Leu Ser Ala Lys Lys Tyr Leu Glu Ser Leu Met Gly Lys Arg val Ser
20 25 30
Ser Asn Ile Ser Glu Asp Pro val Pro val
35 40
<210> 359
<211> 27
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 359
His Ala Asp Gly val Phe Thr Ser Asp Phe Ser Lys Leu Leu Gly GIn
1 5 10 15
Leu Ser Ala Lys Lys Tyr Leu Glu Ser Leu Met
20 25
<210> 360
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 360
Tyr Ala Asp Ala Ile Phe Thr Asn Ser Tyr Arg Lys val Leu Gly Gln
1 5 10 15
Leu Ser Ala Arg Lys Leu Leu GIn Asp Ile Met Ser Arg Gln GIn Gly
20 25 30
Glu Ser Asn Gln Glu Arg Gly Ala Arg Ala Arg Leu
35 40
<210> 361
<211> 28
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 361
Tyr Ala Asp Ala Ile Phe Thr Asn Ser Tyr Arg Lys val Leu Gly GIn
1 5 10 15
Leu Ser Ala Arg Lys Leu Leu Gln Asp Ile Met Ser
20 25
<210> 362
<211> 84
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 362
Ser val Ser Glu ITe Gln Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15
Ser Met Glu Arg val Glu Trp Leu grs'g Lys Lys Leu Gln g(s)p val His
20
Asn Phe val Ala Leu Gly Ala Pro Leu Ala Pro Arg Asp Ala Gly Ser
35 40 45
Gln Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp Asn val Leu val Glu Ser His Glu
50 55 60
Lys Ser Leu Gly Glu Ala Asp Lys Ala Asp val Asn val Leu Thr Lys
65 70 75 80
Ala Lys Ser GlIn
<210> 363
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 363
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Ser val Ser Glu ITe GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu Arg val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu GIn Asp val His
25 30

Asn Phe val Ala Leu

35

<210> 364

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 364

Ser val Ser Glu Ile GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
1 5 10 15

Ser Met Glu /2\59 val Glu Trp Leu AZ\rS'g Lys Lys Leu Gln ,;(s)p val His

Asn Phe
<210> 365
<211>93

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 365

Ala val ser

Asp Leu Arg

Thr Ala Glu
35

ser Pro Asn
50

Arg Tyr Leu
65

Pro Leu Lys

<210> 366

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 366

Glu

Arg

20

Ile

Thr

Thr

Thr

His
5

Arg
Arg
Lys
Gln

Pro
85

Gln

Phe

Ala

Asn

Glu

70

Gly

Leu

Phe

Thr

His

55

Thr

Lys

Leu

Leu

ser

40

Pro

Asn

Lys

196

His

His

25

Glu

val

Lys

Lys

10" °
His Leu
val ser
Arg Gly
val Glu

75

Lys Gly
90

Gly

Ile
Pro
sSer
60

Thr

Lys

Lys

Ala

Asn

45

Asp

Tyr

Pro

ser

Glu

30

Ser

Asp

Lys

Ile G1n
15

Ile His

LYsS Pro

Glu Gly

Glu Gln
80
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Ala val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser Ile Gln
1 5 10 15

Asp Leu Arg Arg Arg Phe Phe Leu His His Leu Ile Ala Glu Ile His
20

Thr Ala Glu Ile
35

<210> 367

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 367

Tyr val Met Gly His Phe Arg Trp Asp Arg Phe Gly Arg Arg Asn Ser
1 5 10 15

Ser Ser Ser Gly Ser Ser Gly Ala Gly Gln
20 25

<210> 368

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 368

<210> 369

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 369

Tyr val Met Gly His Phe Arg Trp Asp Arg Phe
1 5 10

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro val Gly Lys Lys
1 5 10 15

Arg Arg Pro val Lys val Tyr Pro Asn Gly Ala Glu Asp Glu Ser Ala
20 25 30

Glu Ala Phe Pro Leu Glu Phe
35

<210> 370

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 370

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro val
1 5 10
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<210> 371
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 371
Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys sgr Gin Thr Pro Leu val Thr
1 5 1
Leu Phe Lys Asn Ala Ile Ile Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly Glu
2 25 30
<210> 372
<211> 27
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 372
Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu val Thr
1 5 10 15
Leu Phe Lys Ssn Ala Ile 1le Lys ggn Ala Tyr
<210> 373
<211>17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 373
Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys Ser GIn Thr Pro Leu val Thr
1 5 10
Leu
<210> 374
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 374
Tyr Gly Gly Phe Met Thr Ser Glu Lys Ser Gln Thr Pro Leu val Thr
1 5 10 1
<210> 375
<211> 151
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 375

198



<210> 376
<211>134
<212> PRT

Met
1
Phe
ser
Glu
Asp
65
Pro
Leu

Ser

ser

Ser

Gln

Asn

Lys

Pro

Pro

Gly

Lys

Cys
130

<213> Homo sapiens

<400> 376

ser
Leu
Ala
35

Met
Asn
Trp
Arg
Leu

115

Phe

Phe

Leu

20

Asp

Pro

Glu

Thr

Gly

Arg

Gly

ser
5
Gly
Leu
Leu
Glu
Gly
85
Pro

Ala

Gly

ES 2537062 T3

Thr

GlIn

Met

Glu

Ala

70

Glu

Trp

Leu

Arg

Thr

Thr

Asp

Asp

55

Gly

val

Asp

Leu

Met
135

Thr

Arg

Phe

40

Glu

Ala

Ser

Ser

Thr

120

Asp

val

Ala

25

Lys

val

Ala

Pro

Ser

105

Ala

Arg

Ser

10

Asn

Asn

val

Leu

Ala

90

Asp

Pro

Ile

Phe

Pro

Leu

Pro

ser

75

Gln

Arg

Arg

Gly

Leu

Met

Leu

Pro

60

Pro

Arg

Ser

ser

Ala
140

Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr
145 150

199

Leu

Tyr

Asp

45

Gln

Leu

ASp

Ala

Leu

125

Gln

Leu
Asn
30

His
val
Pro
Gly
Leu
110

Arg

Ser

Leu

15

Ala

Leu

Leu

Glu

Gly

95

Leu

Arg

Gly

Ala

val

Glu

ser

val

80

Ala

Lys

ser

Leu
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15

Met

Leu

Gly

His

Glu

65

Glu

Thr

Phe

Lys

<210> 377
<211>126
<212> PRT

Asp

His

ser

Leu

50

Pro

val

Leu

Gly

val
130

<213> Homo sapiens

<400> 377

Met
1
Ser

Arg
Gly

Lys

Leu

<210> 378
<211>9
<212> PRT
<213> Lagarto

His

Leu

Thr

Gln
50

Gly
Arg

Tyr

Lys

Pro

Leu

Ala

Gln

Leu

Ala

Arg

Leu

Arg

Pro
35
Lys

Asp

Ala

Lys

Leu
115

Gln

Ala

20

Ser

Gly

Gln

Thr

Ala

100

Lys

Arg

Ser
Pro

20

Pro

Lys

Arg

Ala

Gly

Asp

Thr
Phe
Asp
Lys
Glu
clu
85

Pro
Mét

Arg

GlIn
Ser

Ala

Gly
Ser
Trp
85

Ala

Arg

ES 2537062 T3

Ala

Leu

Leu

Leu

ser

70

Gly

Arg

Asp

His

Leu

Glu

Glu

Asp
Arg
70

Ala

Asn

Ile

Pro

Gly

Glu

ser

55

Pro

Ile

Ser

Arg

Leu

Ala

Glu

Lys

Leu

Arg

Lys

Gly

ser

Gly

Thr

40

Glu

Arg

Arg

Pro

Ile
120

Ala

Lys

Leu
40
Ala

Leu

Leu

Lys

ser
120

200

Arg
Arg
25

Ser
Leu

Pro

Gly

Cys
Pro

25

Ala

Pro
Arg
Leu
Gly

Met

Ala
10

Ser
Gly
Gln
Thr
His
90

Met

Ser

Ala
10

Gly

Glu

Gly
Asp
Gln
90

Leu

ser

Leu

His

Leu

val

Gly

75

Arg

val

Ser

Leu

Ala

Pro

Gly
Leu
75

Glu

Ser

Gly

Leu

Pro

Gln

Glu

60

val

Lys

Gln

Ser

Leu

Pro

Gln
Gly

60

Arg

His

Lys

Leu

Leu

Leu

Glu

45

Gln

Trp

Met

Gly

Gly

Leu

Pro

Ala
45
Gly

val

Pro

Gly

Gly

Leu

Gly

30

Glin

Thr

Lys

val

ser

110

Leu

Thr

Ala

Ala

Asp

Asn

Cys

110

Cys

Leu

15

Ser

Arg

Ser

‘ser

Leu
95

G-'I y

Gly

Leu
15

val

Gly

Asn
Thr
Ala
95

Phe

Phe

Pro

Asn

Leu

Arg

80

Tyr

Cys

Cys

Leu

Pro

Gly

Leu

Lys

Arg

Gly
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<400> 378
His ser Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp
1 5

<210> 379
<211>59
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén
<400> 379

Iiﬁs Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp L(e)u Ser Lys GIn Met Glu Glu

5 1
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Lys Cys Asn Thr Ala
20 25 30
Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu Gln Thr
35 40 45
Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55

<210> 380
<211>61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccion hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(29)
<223> 12-Ado

<400> 380
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu
35 40 45
GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 381
<211>60
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>
<221> MOD_RES

201
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<222> (29)..(29).
<223> 12-Ado

<400> 381
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Cys Asn Thr
20 25 30
Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu GlIn
35 40 45
Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 382
<211>61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> 3,6-dioxaoctoanoilo

<400> 382
His Gly Glu Gly Thr pPhe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu
35 40
Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 383
<211> 60
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> 3,6-dioxaoctoanoilo

<400> 383
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10

Glu Ala val Arg teu Phe Ile Glu 12'gp Leu Lys Asn Xaa %s Asn Thr
Ala Thr g)sls val Leu Gly Arg ‘Iigu ser Glu Glu Leu 21—5 Arg Leu Gln

Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 384
<211>61
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(29)
<223> 5-Apa

<400> 384

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys - val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu
35 40 45

GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 385
<211> 60
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(29)
<223> 5-Apa

<400> 385
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp L(e)u Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 1

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu ;gp Leu Lys Asn Xaa %s Asn Thr
Ala Thr (3:)5/5 val Leu Gly Arg Iigu Sser Glu Glu Leu 2;5 Arg Leu Gln

Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 386
<211>62
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)

<223> bAla
<400> 386
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Lys Cys
20 25 30
Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg
35 40 45
Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 387
<211>61
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(30)

<223> bAla

<400> 387
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp ll_gu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5
Glu Ala val Arg Leu Phe ITe Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu
35 40 45

Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 388
<211>61
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES

<222>(29)..(29)

<223> 4,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidilo

<400> 388
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg teu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Lys Cys Asn
20 25 30
Thr Ala Thr Cys val Leu Gly 259 Leu Ser Glu Glu Leu His Arg Leu
45
Gln Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60
<210> 389
<211>60
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto, de ser humano y de salmén
<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> 4,7,10-trioxa-13-tridecanamina succinimidilo

<400> 389
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser

1 5

Glu Ala val 389 Leu Phe Ile Glu

Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu
35 40

Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly
50 55

<210> 390
<211>43
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Tyr(SO3)

<400> 390

Asp Tyr Met Gly Trp Met Asp Phe
1 5
Thr Cys Ala 'Egr Gln Arg Leu Ala

Tyr Pro Arg Thr Asn val Gly Ser
35 40

<210> 391
<211> 68
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto y de ser humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)
<223> bAla

<400> 391

206

Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
10

Trp Leu Lys Asn Xaa Cys Asn Thr

25 30

Ser Glu Glu Leu 2155 Arg Leu Gln

Ser Asn Thr Tyr
60

Gly Lys Arg Lys Cys Asn Thr Ala
10 15

Asn Glu Leu val Arg Leu GIn Thr
25 30

Asn Thr Tyr
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
5 10

Glu Ala val égg Leu Phe Ile Glu ;rs*p Leu Lys Asn Xaa )éca)a Phe Leu

Phe His Tyr Ser Lys Thr Gln Lys Leu Gly Lys Ser Asn val val Glu
35 40 45

Glu Leu Gln Ser Pro Phe Ala Ser GIn Ser Arg Gly Tyr Phe Leu Phe
50 60

Arg Pro Arg Asn
65

<210> 392
<211>55
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de lagarto y de ser humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)

25

30

35

40

<223> bAla
<400> 392
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu pPhe Ile Glu ;Ep Leu Lys Asn Xaa Xaa Phe Arg
val Asp Glu Glu Phe GIn Ser Pro Phe Ala Ser GIn Ser Arg Gly Tyr
35 40 45
Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
50 55
<210> 393
<211> 39
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccion hibrida de lagarto y de ser humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)
<223> bAla
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<400> 393
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Gly Tyr
20 25 30
Phe Leu g?e Arg Pro Arg Asn
<210> 394
<211>62
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Construccion hibrida de lagarto y de ser humano

<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)..(30)

<223> bAla
<400> 394
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Ser Pro
20 25 30
Lys Met val GIn Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile
35 40 45
Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Vval Leu Arg Arg His
50 55 60
<210> 395
<211>73
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Construccién hibrida de lagarto y de ser humano
<220>

<221> MOD_RES

<222> (40)..(41)

<223> bAla

<400> 395

208



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537062 T3

His Gly Glu Gly Ehr Phe Thr Ser Asp |i8u Ser Lys GIn Met Glu Glu
Glu Ala val /Zx(r;g Leu Phe Ile Glu ;Ep Leu Lys Asn Gly %y Pro Ser

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Xaa Xaa Ser Pro Lys Met val GIn Gly
35 40 45

Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile ggr Ser Ser Ser Gly
50 55

Leu Gly Cys Lys val Leu Arg Arg His
65 70

<210> 396
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de salmén y de ser humano

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C-term amidado

<400> 396

:liys Cys Asn Thr ?'Ia Thr Cys val Leu %y Arg Leu Ser GlIn ﬂu Leu

His Arg Leu Gg)n Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser /;(s)n Thr Tyr
2

<210> 397
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién hibrida de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223> d-Leucina

<400> 397
Ser Ser Ser Leu Pro GIn Thr Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Leu
1 5 10 15
Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr
20 25 30
Asn Thr §15y ser Asn Thr Tyr
<210> 398
<211> 43
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> Construccién hibrida de ser humano y de salmén

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)

<223> para(CH2s03)Phe

<400> 398
Asp Phe Met Gly Trp Met Asp Phe Gly Lys Arg Lys Cys Asn Thr Ala
1 5 10 15
Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Glu Leu Val Arg Leu GIn Thr
20 25 30
Tyr Pro Arg Thr Asn val Gly Ser Asn Thr Tyr
35 40
<210> 399
<211>41
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 399
{'Ie val Leu Ser Igeu Asp val Pro Ile Ggy Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1
Glu Gln Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30
Arg Ile Leu Ala Arg val Gly His Cys
35 40
<210> 400
<211>6
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 400
Met val Pro Ile Gln Lys
1 5
<210> 401
<211>6
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 401
val Gln Asp Asp Thr Lys
1 5
<210> 402
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 402

Ihr Leu Ile Lys

210
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<210> 403

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 403

<210> 404

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 404

<210> 405

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 405

\1/a1 Thr Gly Leu /;sp Phe ITe Pro Gly Iigu His Pro Ile Leu Thr Leu

ser Lys

<210> 406

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 406

<210> 407

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 407

<210> 408

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 408

ES 2537062 T3

Thr Ile val Thr Arg
1 5

Asp Leu Leu His val Leu Ala Phe Ser Lys
1 5

211

Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser val Ser Ser Lys
1 5

Asn val Ile GIn Ile Ser Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg
1 5

10
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Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu
1 5 10 15
Gly Gly val Iz_gu Glu Ala Ser Gly }')S/r Ser Thr Glu val \3/81 Ala Leu

Ser Arg

<210> 409

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 409

Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp Leu Ser Pro
1 5 10 15

Gly Cys

<210> 410
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> género

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..0)

<223> xaa puede ser una secuencia de leptina contigua de ratén o de ser humano

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..0)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..()

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..()

<223> xaa es cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(9)..0)

<223> xaa puede ser una secuencia de leptina contigua de ratén o de ser humano

<400> 410
Xaa Ser Cys Xaa Leu Pro Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 411

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 411

212
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<210> 412

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 412

<210> 413
<211>52
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..()

<223> Xaa es Trp o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..()

<223> xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..0)

<223> xaa es GIn o Glu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (42)..()

ES 2537062 T3

Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thr
1 5

ier Cys His Leu Pro Trp Ala
5

<223> xaa es lle, Leu, Met o sulféxido de metionina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (44)..0)

<223> xaa es Trp o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..0)

<223> xaa es GIn o Glu

<400> 413

Ser Cys His Leu Pro Xaa Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu
1 5 10 15
Gly Gly val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu val \3/81 Ala Leu
25
Ser Arg Leu Xaa Gly Ser Leu xga Asp Xaa Leu Xaa Xaa Leu Asp Leu
35 4 45

Ser Pro Gly Cys
50

213



10

15

20

<210> 414
<211> 146
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..0)

<223> xaa es GIn o falta

<400> 414

val

Ile

Lys

Leu

Leu

65

Glu

His

val

Leu

<210> 415
<211> 146
<212> PRT
<213> porcino

<400> 415

Pro

val

G1n

Thr

50

Thr

Asn

Leu

Leu

Gln

130

Cys

Ile

Thr

Lys

Leu

ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Gin

Arg

20

val

Ser

Met

Arg

Gln

100

Ala

Ser

Lys
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
Ala

ser

Leu

ES 2537062 T3

val

Asn

Gly

Met

Ser

70

Leu

Ser

Gly

Gln

GIn

Asp

Leu

Asp

55

Arg

Leu

Gly

Tyr

Asp
135

Asp

Ile

ASp

40

Gln

Asn

His

Leu

ser

120

Met

214

Asp

sSer

25

Phe

Thr

val

val

Glu

105

Thr

Leu

Thr

10

His

Ile

Leu

Ile

Leu

90

Thr

Glu

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Leu

val

Gln

Thr

Xaa

Gly

val

60

Ile

Phe

Glu

val

Leu
140

Leu

Ser

Leu

45

Tyr

ser

ser

Ser

Ala

125

Asp

Ile

val

30

His

Gln

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Pro

Gln

Asp

Ser

95

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

Ile

Ile

Leu

80

Cys

Gly

Arg

Pro



10

val Pro

Ile val

Lys Gln

Leu Sser
50

Leu Thr
65

Glu Asn

Pro Leu

val Leu

Leu GIn
130

<210> 416
<211> 146
<212> PRT
<213> bovino

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(28)..0)

<223> xaa es GIn o falta

<400> 416

Ile

Thr

Arg

35

Leu

ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Trp

Arg

20

val

ser

Leu

Arg

Gln

100

Ala

Ala

Arg
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
Ala

ser

Leu

ES 2537062 T3

val

Ser

Gly

Met

ser

70

Leu

Arg

Leu

Gln

Gln

AsSp

Leu

ASp

55

Arg

Leu

Ala

Tyr

Asp

ASp

Ile

Asp

40

Gln

Asn

His

Leu

ser

120

Met

215

Asp

ser

25

Phe

Thr

val

Leu

Glu

105

Thr

Leu

cys

Thr

10

His

Ile

Leu

Ile

Leu

90

Thr

Glu

Arg

Lys

Met

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Leu

val

Gln

Thr

Gln

Gly

Ile

60

Ile

ser

Glu

val

Leu
140

Leu

ser

Leu

45

Tyr

Ser

ser

Ser

Ala

125

ASp

Ile

val

30

His

GIn

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Lys

Ser

Pro

Gln

Asp

ser

95

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

val

Ile

Leu

80

Ccys

Gly

Arg

Pro



10

15

val Pro

Ile val
Lys Gln

ser
50

Leu

Leu Thr

65

Glu Asn

Pro Leu
val

Leu

Gln
130

Leu

Gly Cys

<210> 417
<211> 146
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..0)

<223> xaa es Thr o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(28)..0)

<223> Xaa es GIn o falta

<400> 417

Ile

Thr

Arg

35

Leu

ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

cys

Arg

20

val

Ser

Leu

Arg

Gln

100

Ala

Ser

Lys
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
val

ser

Leu

ES 2537062 T3

Thr
10

val GIn Asp Asp

Ile Ser His

25

Asn Asp

Gly Leu Asp Phe Ile

40

Met Asp Gin Thr Leu

55

ser val val

70

Arg Asn

Leu
90

Leu Leu His Leu

Glu
105

Arg Ala Leu Ser

Leu Tyr Ser Thr Glu

120

Gln Asp Leu

135

Met Arg

216

Lys

Thr

Pro

Ala

GlIn

75

Ala

Leu

val

Gln

Thr

Xaa

Gly

Ile

60

Ile

Ala

Glu

val

Leu
140

Leu

Ser

Leu

45

TYyr

Ser

ser

ser

Ala

Asp

Ile

val

30

His

GIn

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Lys

ser

Pro

Gln

Asp

ser

95

Gly

Ser

ser

Thr

Ser

Leu

Ile

Leu

80

cys

val

Arg

Pro



10

<210> 418
<211> 146
<212> PRT
<213> rhesus

<400> 418

val

Ile

Lys

Leu

Leu

65

Glu

His

val

Leu

Gly

val

Ile

Lys

Leu

Pro

val

Gln

Thr

50

Thr

Asn

Leu

Leu

GIn

130

Cys

Pro

val

Gln

Thr
50

Ile

Thr

Lys

Leu

ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Ile

Thr

Arg

35

Leu

Gln

Arg

20

val

ser

Met

Arg

ser

Gln

Arg

20

val

ser

Lys
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
Ala

ser

Leu

Lys
5

Ile
Thr

Gln

ES 2537062 T3

val

Asn

Gly

Met

ser

70

Leu

sSer

Gly

GlIn

val

Asn

Gly

Met

Gln

Asp

Leu

ASp

55

Arg

Leu

Gly

Tyr

Asp
135

Gln

Asp

Leu

ASp
55

Asp

Ile

Asp

40

GlIn

Asn

His

Leu

Ser

120

Met

sSer

Ile

ASp

40

Gln

217

Asp

ser

25

Phe

Thr

val

val

Glu

105

Thr

Leu

Asp

ser

25

Phe

Thr

Thr

10

His

Ile

Leu

Ile

Leu

90

Thr

Glu

Trp

Thr

10

His

Ile

Leu

Lys

Xaa

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Leu

val

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

Thr

Xaa

Gly

val

60

Ile

Phe

Asp

val

Leu
140

Thr

Gln

Gly

Ile
60

Leu

Ser

Leu

45

Tyr

ser

Ser

ser

Ala

125

Asp

Leu

ser

Leu

45

Tyr

Ile

val

30

His

Gln

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Ile

val

30

His

Gln

Lys

ser

Pro

Gln

Asp

ser

95

Gly

Ser

Ser

Lys

Ser

Pro

Gln

Thr

Ser

Ile

Ile

Leu

80

Cys

Gly

Arg

Pro

Thr

Ser

val

Ile



10

15

20

Ile

Asn

Leu

Leu

Gln

130

Cys

Pro

val

GIn

ser

50

Thr

Asn

Leu

Leu

Gln
130

Leu
65
Glu
His
val
Leu
Gly
145

<210> 419

<211> 146

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 419
val
1
Ile
Arg
Leu
Leu
65
Glu
Ser
val
Leu

<210> 420

<211> 146

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> género leptina

Asn

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Ile

Thr

Arg

35

Leu

ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Leu

Arg

Leu

100

Ala

Ser

His

Arg

20

val

ser

Leu

Arg

Gln

100

Ala

ser

Pro
Asp
85

Ala

ser

Leu

Lys
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
Thr

Ser

Leu

ES 2537062 T3

ser
70
Leu
N
ser

Leu

Gln

val
Asn
Gly
Met
Ser
70

Leu
Arg

Leu

Gln

Arg

Leu

Gly

Tyr

ASp
135

GIn

Asp

Leu

Asp

55

GlIn

Leu

Gly

Tyr

Asp
135

Asn

His

Leu

ser

120

Met

Asp

Ile

Asp

40

Gln

AsSn

His

Leu

ser

120

Ile

Glu
145

218

val

Leu

Glu

105

Thr

Leu

Asp

Ser

25

Phe

Thr

val

Leu

Gln

105

Thr

Leu

Cys

Ile

Leu

90

Thr

Glu

Trp

Thr

10

His

Ile

Leu

Leu

Leu

90

Lys

Glu

GlIn

Gln

75

Ala

Leu

val

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Pro

val

Gln

Ile

Phe

Glu

val

Leu
140

Thr

Gln

Gly

val

60

Ile

Phe

Glu

val

Leu
140

Ser

Ser

Ser

Ala

125

Asp

Leu

Ser

Leu

45

Tyr

Ala

ser

Ser

Ala

125

Asp

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Ile

val

30

His

Gln

His

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Asp

ser

95

Gly

Ser

ser

Lys

15

Ser

Pro

Gln

Asp

ser

95

Asp

ser

Ser

Leu
80

Cys
Asp

Arg

Pro

Thr

Ala

Ile

Ile

Leu

80

Cys

Gly

Arg

Pro



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537062 T3

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(22)..0)

<223> xaa es Asn, Asp o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..0)

<223> Xaa es Thr o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(28)..0)

<223> Xaa es GIn, Glu, o falta

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (54)..0)

<223> xaa es Met 0 Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (68)..()

<223> Xaa es Met o Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(72)..0)

<223> xaa es Asn, Asp o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (77)..0)

<223> xaa es Ser o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(118)..()
<223>xaa es Gly o Leu

<400> 420

219



10

15

20

25

val Pro

Ile val
Gln

Lys

Thr
50

Leu

Leu Thr

65

Glu Asn

His Leu
val

Leu

Gln
130

Leu

Cys

<210> 421
<211> 146
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> género leptina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..()

<223> Xaa es Thr o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (77)..0)

<223> xaa es ser o0 Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (118)..()

<223> Xaa es Gly o Leu

<400> 421

Ile

Thr

Lys

35

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu

115

Gly

Gln

Arg

20

val

Ser

Xaa

Arg

Trp

100

Ala

Ser

Lys
5
Ile
Thr
Lys
Pro
Asp
85
Ala

ser

Leu

ES 2537062 T3

Thr
10

val GIn Asp Asp

Ile ser His

25

Xaa Asp

Gly Leu Asp Phe Ile

40

Xaa Asp GIn Thr

55

Leu

Ser val Ile

70

Arg Xaa

val Leu

90

Leu Leu His

Glu Thr

105

Ser Gly Leu

Xaa Tyr Ser Thr Glu

120

Gln Asp Met Leu Trp

220

Lys

Xaa

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Leu

val

Gln

Thr

Xaa

Gly

val

60

Ile

Phe

Asp

val

Leu
140

Leu

Ser

Leu
45

Tyr

Xaa

Ser

ser

Ala

125

ASp

Ile

val

30

His

Gln

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Pro

Gln

Asp

Ser

95

Gly

Sser

Ser

Thr

ser

Ile

Leu

80

Cys

Gly

Arg

Pro



10

15

20

25

30

ES 2537062 T3

val Pro Ile Gln Igys val Gln

Ile val Thr ggg Ile Asn Asp

Lys GIn Lys val Thr Gly Leu

Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp
50 55

Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg
65 70

Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu
85

His Leu Pro Trp Ala Ser Gly

val Leu Glu Ala Ser Xaa Tyr
115

Leu GIn Gly Ser Leu Gln Asp
130 135

Gly Cys

<210> 422
<211> 105
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> género leptina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..0)

<223> xaa es lle, Leu, Met o sulféxido de metionina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..()

<223> Xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..0)

<223> Xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(22)..0)

<223> Xaa es GIn o Glu

<220>
<221> MISC_FEATURE

Asp

Ile

Asp

40

Gln

Asn

His

Leu

Ser

120

Met

221

Asp

Ser

25

Phe

Thr

val

val

Glu

105

Thr

Leu

Thr

10

His

Ile

L.eu

Ile

Leu

90

Thr

Glu

Trp

Lys

Xaa

Pro

Ala

Gln

75

Ala

Leu

val

GlIn

Thr

GIn

Gly

val

60

Ile

Phe

Asp

val

Leu
140

Leu

Ser

Leu
45

Tyr

Xaa

ser

ser

Ala

125

Asp

Ile

val

30

His

Gln

Asn

Lys

Leu

110

Leu

Leu

Pro

Gln

Asp

ser

95

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

Ile

Ile

Leu

80

Cys

Gly

Arg

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2537062 T3

<222> (27)..0)
<223> xaa es lle, Leu, Met o sulféxido de metionina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..()

<223> Xaa es Asn, Asp 0 GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(34)..0

<223> xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..0)

<223> xaa es Asn, Asp 0 GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (41)..0)

<223> xaa es Asn, Asp o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (59)..0

<223> Xaa es Trp o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..()

<223> Xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(93)..0)

<223> Xaa es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (95)..0)

<223> xaa es lle, Leu, Met o sulféxido de metionina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(97)..0

<223> xaa es Trp o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(98)..0)

<223> Xaa es GIn o Glu

<400> 422

222



10

15

20

25

30

35

40

Ile Pro Gly

Leu Ala val

Ile Xaa Ile
35

Leu Ala Phe

50

Thr

Leu Asp
65

Glu val val

<210> 423
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> género PPF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..0)

<223> xaa es Tyr o falta

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(0)

<223> xaa es lle, Pro o falta

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..()

ES 2537062 T3

Leu Leu Thr Leu Ser

10

Eﬁs Pro Ile Lys Xaa Asp

Tyr Xaa Xaa Ile Leu Thr

Ser Xaa Pro Ser Arg
20 25 30

Ser Xaa Asp Leu Glu Xaa Leu Arg Asp

Leu Leu
40 45

Ser Cys His Leu Pro Xaa Ala
55 60

ser Lys ser Gly

Gly Gly val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr
70 75

Ser Leu

Ala Leu Ser Arg Leu Xaa Gly Ser

85 90

Leu Xaa Asp

Xaa Xaa Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
100 105

<223> xaa es lle, Lys modificada con Bolton-Hunter, Lys, val o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (4)..()

<223> xaa es Lys, Lys modificada con Bolton-Hunter, Ala, Ser o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..0)

<223> xaa es Ala, Gly o His

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(9)..0)

<223> xaa es Gly o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(12)..0)

<223> xaa es Ala o Pro

223

Xaa

15

Xaa

His

Leu

ser

Xaa
95

Thr

val

val

Glu

Thr

80

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537062 T3

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..()

<223> Xaa es Ser o Pro

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..0)

<223> xaa es Pro, Ala o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..0)

<223> xaa es Glu o Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..0)

<223> Xaa es Leu o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..()

<223> Xaa es Asn o0 Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (19)..()

<223> Xaa es Arg, Lys, Lys modificada con Bolton-Hunter, GIn o N(Me)Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..0)

<223> Xaa es Tyr, Ala, Phe, Lys o Lys modificada con Bolton-Hunter

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..()

<223> Xaa es Ala o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(23)..0)

<223> Xaa es Ser, Ala, 0 Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..()

<223> Xaa es Arg, Lys o Lys modificada con Bolton-Hunter
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..()

<223> Xaa es His, Ala o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(28)..0)

<223> Xaa es Leu o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..()

<223> Xaa es Leu o Met

<220>

224



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2537062 T3

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..0)
<223> Xaa es val, lle, o Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (35)..()

<223> xaa es Lys, Lys modificada con Bolton-Hunter o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..()

<223> Xaa es Tyr, Trp o Phe

<400> 423

Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Glu Xaa Pro Xaa G(])u Asp Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 1

Xaa Xaa Xaa '%r‘ Xaa Xaa Xaa Leu )Z(aa Xaa Tyr Xaa Asn )3(83. Xaa Thr
5

Arg Gln Xaa Xaa
35

<210> 424
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> género PPF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..0)

<223> Xaa es Tyr o falta

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(2)..(0)

<223> Xaa es lle, Pro o falta

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..0)

<223> Xaa es Lys, Lys modificada con Bolton-Hunter, Ala, Ser o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..()

<223> Xaa es Glu, GlIn, Ala, Asn, Asp o val

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(9)..()

<223> xaa es Gly o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..0)

<223> xaa es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro o Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..0

<223> Xaa es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro o Aib
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(12)..0)

<223> xaa es Ala o Pro

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..0)

<223> Xaa es Ser o Pro

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..0

<223> Xaa es Pro, Ala o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..0)

<223> xaa es Glu, Ala, Asp, Asn, GIn, Gly, Pro o Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..0)

<223> xaa es Glu o Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..0
<223>xaaes lLeuolle

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19)..0)

<223> xaa es Arg, Lys, Lys modificada con BH, GIn o N(Me)Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (21)..()

<223> xaa es Tyr, Ala, Phe, Lys o Lys modificada con BH

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(22)..0)

<223> xaa es Ala o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(23)..0

<223> xaa es Ser, Ala, o Asp

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..0)

<223> xaa es Arg, Lys o Lys modificada con Bolton-Hunter
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(26)..0)

<223> xaa es His, Ala, o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..0)

<223> Xaa es Tyr o Phe

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..()
<223>xaaes lLeuolle

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(29)..0

<223> xaa es Asn 0 GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..()

<223> Xaa es Leu o Met

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..0)

<223> Xaa es val, lle o Leu

<400> 424

Xaa Xaa Pro Xaa Pro Xaa His Pro Xaa xga Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 1

Xaa Ala Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr
20

Arg GIn Arg Tyr
35

<210> 425
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> quimera PPY-NPY

<400> 425

Pro Lys Pro Glu His Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Ala
1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg Ala Tyr Ile Asn Leu Ile Thr Arg Gln
20 25 30

Arg Tyr
<210> 426
<211>59
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hibrida

<400> 426
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Lys Cys Asn Thr Ala
25 30
Thr Cys \;a1 Leu Gly Arg Leu sgr GIn Glu Leu His ﬁ;g Leu GIn Thr
5 4

Tyr Pro Arg Thr Asn Thr ?}y Ser Asn Thr Tyr
50

<210> 427
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hibrida

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> tirosina (SO3H) sulfatada

<400> 427
His Gly Glu Gly ‘ghr Phe Thr Ser Asp Lgu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 1
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Asp Tyr Met Gly
20 25 30
Trp Met Asp Phe
35
<210> 428
<211> 36
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> hibrida

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> tirosina (CH2SO3H) sulfatada

<400> 428
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Asp Tyr Met Gly
20 25 30
Trp Met Asp Phe
35
<210> 429
<211> 63
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> hibrida
<400> 429
His Gly Glu Gly Thr Phe
1 5
Glu Ala val Arg Leu Phe
20
Cys Asn Thr Ala Thr Cys
35
Arg Leu GIn Thr Tyr Pro
50
<210> 430
<211> 67
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> hibrida

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(29)..(30)

<223> enlazador beta-Alanina beta-Alanina

<400> 430
His Gly Glu Gly Thr Phe
1 5
Glu Ala val Arg Leu Phe
20
Asn Thr Ala Thr Cys Ala
35
Ser Ser Asn Asn Leu Gly
50
Asn Thr Tyr
65
<210> 431
<211> 62
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> hibrida

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(29)..(30)

<223> enlazador beta-Alanina beta-Alanina

<400> 431

Thr

Ile

val

Arg
55

Thr

Ile

Thr

Pro
55

Ser

Glu

Leu

40

Thr

Ser

Glu

Gln

40

val

229

Asp

Trp
25

Gly

Asn

Asp
Trp
25

Arg

Leu

Leu
10

Leu

Arg

Thr

Leu

10

Leu

Leu

Pro

ser

Lys

Leu

Gly

ser

Lys

Ala

Pro

Lys

Asn

ser

ser
60

Lys

Asn

Asn

Thr
60

GIn

Gly

GIn

45

Asn

Gln
Xaa
Phe
45

Asn

Met
Gly
30

Glu

Thr

Met
Xaa
30

Leu

val

Glu Glu
15
Gly Lys

Leu His

Tyr

Glu Glu
15

Lys Cys
val Arg

Gly ser



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537062 T3

gis Gly Glu Gly 'ghr Phe Thr Ser Asp ll_gu Ser Lys Gln Met Glu Glu

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Xaa Xaa Lys Cys
20 25 30

Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu Leu His Arg
35 40 45

Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
50 55 60

<210> 432
<211>31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<400> 432

Eys Asn Thr Ala 15'hr Cys val Leu Gly /igg Leu Ser Gin Glu Iieu His

Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
20 25 30

<210> 433
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> xaa es succinimida beta-Alanina

<400> 433

éaa Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Agp Ala ser Pro Glu Glu Leu

5 1
Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg
20 25 30
Gln Arg Tyr
35

<210> 434
<211> 33
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es tiopropil beta-Alanina
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<400> 434
Xaa Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Leu Gly Arg Leu Ser GIn Glu
1 5 10 1
Leu His Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr
20 25
Tyr
<210> 435
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> xaa es maleimida butil beta-Alanina

<400> 435
Xaa Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu
1 5 10
Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg
20 25 30
Gln Arg Tyr
35
<210> 436
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> componente hibrido
<400> 436
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu val
1 5 10 15
Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro val Leu Pro Pro Thr Asn val Gly
20 25 30
ser Asn Thr Tyr
35
<210> 437
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (1)..(1)
<223> Xaa es maleimida butil beta-Alanina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> fenilalanina (CH2SO3H) sulfatada

<400> 437

Xaa Asp Phe Met (S;’Iy Trp Met Asp Phe
1

<210> 438
<211>43
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hibrida

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(2)..(2)

<223> fenilalanina (para-CH2S03) sulfatada

<400> 438
Asp Phe Met Gly Trp Met Asp Phe Gly Lys Arg Lys Cys Asn Thr Ala
1 5 10 15
Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Glu Leu val Arg Leu Gln Thr
20 25 30
Tyr Pro Arg Thr Asn val Gly Ser Asn Thr Tyr
35 40
<210> 439
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> xaa es succinimida beta-Alanina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> fenilalanina (CH2SO3H) sulfatada

<400> 439
Xaa Asp Phe Met Gly Trp Met Asp Phe
1 5

<210> 440

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(2)

<223> acetilo N-terminal

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(15)

<223> beta-Alanina beta-Alanina

<400> 440

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro val Xaa Xaa Lys
1 5 10 15

<210> 441
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(29)..(30)

<223> enlazador beta-Alanina beta-Alanina

<400> 441

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu ;Ep Leu Lys Asn Xaa );ga Lys Cys
20

<210> 442
<211> 47
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hibrida

<220>

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

<223> acetilo N-terminal

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(15)

<223> beta-Alanina beta-Alanina

<400> 442
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Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro val Xaa Xaa Lys
1 5 10 15

Cys Asn Thr Ala Thr Cys val Leu (2;1y Arg Leu Ser GIn Glu Leu His
20 5

10

15

20

25

30

35

40

Arg Leu GIn Thr Tyr Pro Arg Thr Asn Thr Gly Ser Asn Thr Tyr
35 40 45

<210> 443
<211> 49
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hibrida

<220>

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

<223> acetilo N-terminal

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(15)

<223> beta-Alanina beta-Alanina

<400> 443
Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro val Xaa Xaa Ile
1 5 10 15
Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn Arg
20 25 30
Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg
35 40 45
Tyr
<210> 444
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..0)

<223> tiopropil beta-Alanina

<400> 444

1

Xaa Phe Leu Phe His Tyr Ser Lys Thr G'(I)n Lys Leu Gly Lys Ser Asn
5 1 15

val val Glu %u Leu GIn Ser Pro ghe Ala Ser GlIn Ser égg Gly Tyr
5

Phe Leu gge Arg Pro Arg Asn
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<210> 445
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..()

<223> succinimida beta-Alanina

<400> 445
Xaa Phe Leu Phe His Tyr Ser Lys Thr Gln Lys Leu Gly Lys Ser Asn
1 5 10 15
val val Glu Glu Leu GIn Ser Pro Phe Ala Ser GIn Ser Arg Gly Tyr
30
Phe Leu Phe Arg Pro Arg Asn
35
<210> 446
<211> 34
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

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

<223> succinimida N-terminal

<400> 446
Pro Lys Pro Glu His Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Ala
1 5 10 15
Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg Ala Tyr Ile Asn Leu Ile Thr Arg G1n
20 25 30
Arg Tyr
<210> 447
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..0)

<223> succinimida beta-Alanina

<400> 447
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)j(-aa Pro Lys Pro g'lu His Pro Gly Glu ,i(s)p Ala ser Pro Glu Glu Leu
Ala Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg Ala Tyr Ile Asn Leu Ile Thr Arg
20 25 30

Gln Arg Tyr
35

<210> 448
<211>41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<400> 448

Asp Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp
1 5 10 15
Ala Ser Pro %u Glu Leu Asn Arg ;_—)Slr Tyr Ala Ser Leu /;(r;g His Tyr

Leu Asn Leu val Thr Arg GIn Arg Tyr
35 40

<210> 449
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(2)..()

<223> xaa es un enlazador de mini-PEG3

<400> 449
Asp Xaa Gly Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu
1 5 10 15
Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val
20 25 30
Thr Arg Gln Arg Tyr
35
<210> 450
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..()

<223> xaa es tiopropil beta-Alanina
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..()

<223> fenilalanina (CH2SO3H) sulfatada

<400> 450

>1(aa Asp Phe Met (5§1y Trp Met Asp Phe

<210> 451
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..0)

<223> xaa es tiopropil beta-Alanina

<400> 451

>1(aa Asp Tyr Met (5;1y Trp Met Asp Phe

<210> 452
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..0)

<223> maleimida butil beta-Alanina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..0)

<223> xaa es maleimida butil beta-Alanina

<400> 452
Xaa Pro Lys Pro Glu His Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu
1 5 10
Ala Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg Ala Tyr Ile Asn Leu Ile Thr Arg
20 25 30
Gln Arg Tyr
35
<210> 453
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido
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<400> 453
Cys Gly Gly Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu
1 5 10 1
Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val
20 25 30
Thr Arg Gln Arg Tyr
35
<210> 454
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(2)..0)

<223> xaa es un enlazador de mini-PEG

<400> 454
Asp Xaa Gly Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala ser Pro Glu
1 5 10 15
Glu Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu val
20 25 30
Thr Arg Gln Arg Tyr
35
<210> 455
<211> 35
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(0)

<223> Xaa es beta-Alanina

<400> 455
Cys Xaa Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10
Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg
20 25
Gln Arg Tyr
35
<210> 456
<211> 36
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> componente hibrido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..()

<223> Xaa es beta-Alanina

<400> 456
Gly Xaa Pro Lys Pro Glu His Pro Gly (1;2)u Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5
Leu Ala Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu /Z\gg Ala Tyr Ile Asn Leu Ile Thr
20
Arg Gln Arg Tyr
35
<210> 457
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 457

Tyr Pro Ser Lys Pro Asp Asn Pro Gly Glu Asp Ala Pro Ala Glu Asp
1 5 10 15

Met Ala Arg }'yr Tyr Ser Ala Leu Arg His Tyr Ile Asn Leu Ile Thr
0 25

Arg GIn Arg Tyr
35
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido hibrido que presenta al menos dos actividades hormonales, comprendiendo dicho polipéptido un
primer médulo hormonal peptidico bioactivo ligado por enlace covalente a al menos un moédulo hormonal peptidico
bioactivo adicional, en el que:

la primera hormona peptidica bioactiva es exendina-4 o un analogo de la misma que tiene una identidad de
secuencia de al menos 50 % con la exendina-4 (SEC ID N°:66);

el al menos un modulo hormonal peptidico bioactivo adicional es amilina, un analogo de la misma que tiene una
identidad de secuencia de al menos 50 % con la amilina (SEC ID N°:45), o hAmilina(1-7)-***®Arg-sCT(8- 27)-
Amilina(33-37) (SEC ID N°:396);

los médulos hormonales peptidicos bioactivos estan unidos por enlace covalente usando un enlazador de glicina;
la primera hormona peptidica bioactiva es un agonista del receptor de GLP-1 y presenta la actividad de secrecion
de insulina de la exendina-4; y

la al menos una hormona peptidica bioactiva adicional presenta la actividad de reduccion de ingesta de alimento
de la amilina.

2. El polipéptido hibrido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la al menos una hormona peptidica bioactiva
adicional se une al receptor de amilina.

3. El polipéptido hibrido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la al menos una hormona peptidica bioactiva
adicional tiene una identidad de secuencia de al menos 50 % con la hAmilina(1-7)-""*®Arg-sCT(8- 27)-Amilina(33-37)
y es un agonista del receptor de calcitonina (CTR).

4. El polipéptido hibrido de la reivindicacion 1, en el que el al menos un mdédulo hormonal peptidico bioactivo
adicional se selecciona del grupo que consiste en: hAmilina(1-7)-""*®Arg-sCT(8- 27)-Amilina(33-37) y ***Pro-h-
Amilina.

5. El polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que el primer péptido bioactivo esta
ligado por su extremo C al extremo N del al menos un péptido bioactivo adicional.

6. El polipéptido hibrido de la reivindicacion 5, en el que el enlazador de glicina tiene una longitud de 1 a 30 restos.
7. El polipéptido hibrido de la reivindicacion 6, en el que el enlazador tiene una longitud de 3 a 30 restos.
8. El polipéptido hibrido de la reivindicacion 7, en el que el enlazador comprende Gly-Gly-Gly.

9. El polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el extremo C-terminal del
polipéptido hibrido esta amidado.

10. El polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el analogo de exendina tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 80 % con la exendina 4.

11. El polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el analogo de exendina tiene
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 90 % con la exendina-4.

12. El polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en el que el andlogo de amilina tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 80 % con la amilina.

13. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido hibrido de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 13, para su uso en el tratamiento de la diabetes.

15. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 14 en la que la diabetes es diabetes de tipo II.
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Figura 1: Efecto de los Hibridos de Exendina/ PYYen Ratones OID

Efecto del tratamiento scbre el peso corporal
en ratones C5TBL/G cebados.

1} Control con dista BSG
M- Control con dista AG
= Compuests 1 76 amolkgidia
=47~ Compuesto 2 75 nmeolkgldia
== Compuasts 3 756 amelkgldia
> Compuesto 4 76 nmolkgldia

co

b o &

5 A R e W a7

¥ Dias de tratamiento
. p<0,05; ANOVA frente a vehiculo AG '
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Figura 2: Efecto de los Hibridos de Exendina/Amilina en Ratones OID

Efecto del tratamiento sobre el peso corporal
en ratones C57BL/6 cebados.

@

4} control con dieta BG
- control con dieta AG
< Compuesto 1 75 nmol/kg/dia
-@- Compuesto 5 75 nmol/kg/dia
—& Compuesto 6 75 nmol/kg/dia

£

e

Cambio de peso corporal
% de cambio de peso, pre Tx
b

-8/

12

-16- T Ty ™T T |* L Ty T T T L T 2 L
0 1 2 3 4 5 . 6 7

. Dias de tratamiento
P < 0,05; ANOVA frente a Vehiculo AG
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Figura 3A: Effecto de los Hibridos de Exendina/CCK-8 en OID

Efecto del tratamiento sobre el peso corporal
en ratones C57BL/6 cebados

&

< control con dieta AG
= Compuesto 7 25 nmol/kg/dia

n

<

% de cambio de peso pre T
.

Cambio de peso corporal,

* - Dias de tratamiento
p < 0,05 ; ANOVA frente a Vehiculo AG
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Figura 3B: Efecto de los Hibridos de Exendina/CCk-8 en OID

Efecto del tratamiento sobre el peso corporal
en ratones C57BL/6 cebados.

8;
% \Vehiculo AG
4 ¢ Compuesto 9 25 nmollkg/d
01
4
*
-8
-12¢ *
0 1 2 3 4 5 6 T
« Dias de tratamiento

p < 0,05; ANOVA frente a Vehiculo AG
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Figura 3C: Efecto de los Hibridos de Exendina/CCk-8 en OID

Efecto del tratamiento sobre el peso corporal
en ratones C57BLJ6 cebados.
1 <@ Vehiculo AG

~#- Comp 8 25 nmol/kg/dia - - - -
1=+ Comp 175 nmol/kg/dia

(= N L

2

& A

o 1 2 3 4 5 6 7
. Dias de tratamiento
P<0,05; ANOVA frente a Vehiculo AG
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Figura 4A. Efecto de los Compuestos de la Invencién en un Ensayvo de Ingesta de Alimento (Comparado
con los Compuestos Parentales)

Ensayo de Ingesta de Alimento:
ingesta de alimento acumulativa

- Vehiculo

—}— Compuesto 10 10nmolikg

—#- Compuesto 11 10nmeolkg

—g- Compuesto 5 10nmollkg

— Compuesto 6 10nmolikg
Compuestos 10 y 11 agrupados

O~ cadaunoa 10nmollkg

alimento consumido, g

~ T
1] 30 &0 o0 120
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Figure 4B

alimento consumido, g

ES 2537062 T3

. Efecto de los Compuestos de la Invencion en un Ensavo de Ingesta de Alimento

(Comparado con los Compuestos Parentales)

Ensayo de Ingesta de Alimento:
ingesta de alimento acumulativa

minutos

247

—-Vehiculo

=/~Compuesto 2 3 nmolikg
—o—Compuesto 3 3 nmollkg
-O-Compuesto 4 3 nmol/kg
—~Compuesto 1 3 nmolikg
+Compuesto 12 3 nmolikg

- Compuestos 1y 3 agrupados
cada uno a 3 nmollkg
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Figura 5A. Ffecto de los Compuestos de la Invencién sebre la Glucemia

Ensayo de Glucosa:
Cambio de Glucemia

1254

8

% pre-tratamiento
E:n" i

0<  glucosa media pre-tratamiento 123 mgldl

0 60 120 180 240
minutos

Levenda del Ensavo de Glucosa:

B Vehiculo

& Compuesto 11 16 nmol'kg

* Compuesto 10 16 nmolkeg
Compuesto 10 ¥ 11 cada uno a 16 nmolkg
Compuesto 15 16 nmol'kg

A Compuesto 5 16 nmolkeg
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Figura 5B. Efecto de los Compuestos de la Invencién en un Ensaye de Ingesta de Alimento

Ensayo Ingesta de Glucosa:
ingesta de alimento acumulativa

alimento consumido, g

a-
2
8

minutos

Levenda del Ensavo de Ingesta de Alimento:

B Vehiculo

& Compuesto 11 3 nmolkg

+ Compuesto 10 3 nmol'kg

@ Compuesto 10 ¥ 11 cada uno a 3 nmol'kg
7 Compuesto 15 3 nmolkg

0O Compuesto 14 3 nmol'kg

& Compuesto 5 3 nmolkg
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Figura 9 Efecto del Compuoesto sobre el Peso Corporal en Ratas Durante un Tratamiento de 14 Dias

Peso Corporal

£ e veniculo ()
o === Comp 10 2 15 nmoiig (E)
= ==~ Comp 5582 a 15 nmolig (6)
] —a—Comp 5588 a 15 nmoliyg (5)
i1
i ]
I
=
o
=
g
m e B
LRET.E | T T
e 1772 3 & B 8 7

“Hoches

*p<005comparado COR vehicule - . Lt Se o

Figura 10 Efecto del Tratamiento sobre ¢l caleio

Movilizacion de Calcio

§

l*.':lump ")
. cﬁtncmp-@pun‘u:'sul_ta_la&m :
o Compsssy
. “ -m ..I .
e e "

Viitiin
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Figcura 11A Efecto del Tratamiento en Ratones sobre la Ingesta de Alimento

Dcé\q

o
5 Comp 10-PYY3-36
E
™ T0-
@
- 60+ A :
& 50+ : >
a He N
£ 404 A4 ¥
5 o 51 5.7 T.
'E 20 oy = T Rt 3
(] i b g T Iy
a v 9 0 O
'E 0 T . 1'1 . |I = L] .
= o “
0 PR S S
32 (& Qﬂ '
Figura 11B Efecto del Tratamiento én Ratones sobre la Ingesta de Alimento
=]
= 701 Comp 10- Comp 4883
E g Amilina-sCT-amilina/PYY-NPY
[} .
S o T
g T
= Y &
£ » G m
% = :;_' e ""
s 1o Eogr] :
€ o 5 % el
= : 4 *
£ * & &
L]
=
=

Figura 11C Efecto del Tratamiento en Ratones sobre la Ingesta de Alimento

% de Inhibicién de ingesta de alimento

e 388389

Amilina - PYY3-36
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Figura 12A Efecto del Compuesto en Ratas sobre 1a Ingesta de Alimento Total Despoés de 6 Nockes de Tratamiento
Ingesta de Alimento Total (6 Noches)

b
——

'REEE RN

Ingosta do Alimento (g)

TP 0,08 comparaco com vehaouls

£ Vebicuto ()

B Comn 1015 nenatig (5)
ESSE -15 nenolig {8)
TS ~15 nmolig (5)

Figura 12B Efecto del Compueste sobre ¢l Peso Corporal Duraste 6-7 Noches de Tratamiento

Peso Corporal

Camvbeo dhe a0 & nkcio (g}

Rochne

" P Q08 coumparado con vehioulo

s i)

e Commg 10 = 15 remii ()
—a—sSr 15 nenolhg ()
538 15 rmolig {5)
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Figura 13 Efecto en Ratones del Tratamiento sobre la Ingesta de Alimento

2 PYY3-36/ PYY3-36
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5 Péptido
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Figura 14A Efecto del Tratamiento en Ratones sobre la Ingesta de Alimento

.E CCKI/PYY

@
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] T0-

L 60+
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o 40+ =

- i b A -
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Péptido
Figura 14B Efecto del Tratamiento en Ratones sobre la Ingesta de Alimento

CCK/ Comp 10

% de Inhibicién de ingesta de alimento
e 38883838

Péptido

16
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Figura 15A Efecto en Ratones del Tratamiento sobre la Ingesta de Alimento

MSH/ comp 10

no ensavado

)

c.,“'&q

ol
1&‘9

% de inhibicion de ingesta de alimento
33888838

Peptido

Figura 15B Efecto en Ratones del Tratamiento sobre la Ingesta de Alimento
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Figura 16A Efecto del Compuesto en Ratas sobre la Ingesta de Alimento Total Después de 6 Noches de
Tratamiento

Ingesta de Alimento Total durante 6 Noches

B Vehiculo(6)
E3% Comp 10 -15 nmolkg (6)
Mm5499 =15 nmolkg (5)

Ingesta deAIimeﬁto {g)

* P = 0,05 comparado con Vehiculo

Figura 16B Efecto del Compuesto en Ratas sobre el Peso Corporal Durante 7 dias de Tratamiento

Peso Corporal

~&- Vehiculo (6)
=+~Comp10 - 15 nmolikg {6}
——=5499 - 15 nmolkg (5-8)

Cambio desde el inicio

Noches

* p < 0,05 comparado con Vehiculo
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Figuras 17A, B, C Efecto del Tratamiento en Ratones sobre la Ingesta de Alimento

Péptido

)—.«F

FH38 -PYY3-36

%
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opuawie ap eysabul ap uCIIGIYU Bp %

5528

FN38/ Comp 10

EEEEEEE

ojuawie ap eysabul ap uoigyul ap %

5522

CCK-FN38

FN38 - AC163954
4883
Peptido

ojuswe ap eysabiul ap UGG 3P %
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Figuras 18A vy 18B Efecto en Ratones del Tratamiento sobre la Ingesta de Alimento

=) Figura 18A
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Figura 12A Efecto del Compuesto en Ratas sobre la Ingesta de Alimento Acumulativa en 23 Horas

MNoche 1
—s— Vehiculo{7}

4 ] ——Comp10 - 15 nmolkg (7)
2 . g —i~Ex-4 amida-15 nmolkg (7)
o - E "

Ty = ¥ S ——5138 - 15 nmolkg (7
g 4 e 1 Y IITIIII )
E % '._. ".i.-:'_- = LIl14
s sy >
=
%  YzErssEe¥ic
D b 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

inyeccion

Figum 198 Efecto del Cnmpuéstu en Ratas sobre la Ingesta de Alimento Total Despué:‘. de 14 Dhas de
Tratamiento

Ingesta de Alimentos Total des-pués de 14 dias

275 I Vehiculo (7)

2501 B8 Comp 10 - 15 nmolka (7)
= 225 EExendina - 15 nmolkg (7)
o 200 EEES138 - 15 nmolkg/dia (7)
E 175
E 1504
o 1254
& e
a 1004
5 7
-

25

ﬂ.

Disminucidn de la Ingesta de Alimento  22% 35% 35%

*F<0,05 comparado con vehiculo
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Figura 20A Efecto del Compuesto ¢n Ratas sobre ¢l Peso Corporal Durante 14 Noches de Tratamiento

4 Peso Corporal

== Vehicuio [T}
== Compi0 - 15 nmclkg (T}

——Eud = 16 rmoifig (T)
—+Comp 5130 - 15 nmolkg'dia (7]

Cambio desde el inicio {gh

—r—r
5

* T
01234

T & 9 0114z 13 04
DiAs

Figura 20B Efecto del Compuesto en Ratas sobre la Masa Grasa v Magra Despuiés de 14 Noches
de Tratamiento

Masa Masa Magra
Grasa Laca

% Deita

Il Vehiculo (T)

W Comp 108 = 15 nmeiko (T)
Bt = 15 nmoiig (7}

N Comp 5133 = 15 nmolkgidia {7}
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Figuras 21A, B v C Efecto en Ratas del Compuesto sobre Parametros Metabdlicos Después
de 14 Dias de Tratamiento

Glucosa mgldl
. 5 883§ 8

Insulina ngfmlL
S E T R b B R

% de HbAtc
Bow &P

==
r

Figura 21A

Glucosa

B Vehiculo (6)

E22 Comp 10 - 15 nmolfkg (6)
EREx4 - 15 nmolikg (7)
BE=5138 - 15 nmolika/dia (7)

e

Figura 21 B

Insulina

Figura 21C ;
HbATC

T

———
[reme————
P ——
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I Vehiculo (T)
EEComp10 =15 nmolkg (7)
OEREx4 - 15 nmobig (6)
E=5138 - 15 nmol/kgidia (7)
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Figura 22: El Compuesto 5705 reduce la Ingesta de Alimento

Ingesta Acumulativa de Alimento

~@=ehiculo
" wi= Compuesto 5705
10nmolky
=)
o
=
E
]
7]
=
=]
.
=]
=
=
@
E
=
0 0 120 180
Minutos

Los puntos representan la media + dt de n=4 jaulas (3 ratones/jaula). El péptido
ze inyecto IP a t=0. El alimento se introdujo inmediatamente después de la
inyeccion y a t= 30,60, 120 y 180 min, se midio la cantidad consumida.

* p<0,05 frenta a control con vehiculo; ANOVA; ensayo Dunnett

264



ES 2537062 T3

Figura 23: Los compuestos 4883 y 5705 Disminuyen la Ingesta de Alimento Diaria y el Peso Corporal
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Figura 24: Los compuestos 4853 y 5705 Disminuyen la Ingesta de Alimento Acumulativa ¥y el Peso Corporal

B = ' e Wehicubo

& =i Comp 4883 S00ug/kp'd
JE = —#-CompST05 500ughpld

23A: % E

5 2
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E Iyt I I TR e
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I EREEREY 2 4011121314

Dias

266



Figura 25: Compuestos 4883 y 5705. Ingesta de Agua Diaria y Produccion de Orina

25A

25B

Consumo
de Agua Diario {ml)

Produccion
de Orina Diaria {ml)

ES 2537062 T3
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012345678 810111421
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30
254
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104
1
o
o 3456 9 10 1112 13
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=8=\Vehiculo

=dn COmMp 4883 500ug/kgld
=% Comp ST05 500ug/kgld

== Vehiculo

=b= Comp 4883 500ugfkgld
~ Comp §705 500ugfg/d
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Figura 26: Efecto de los Compuestos 4883 y 5705 sobre la Ingesta de Agua en
Comparacion con la Produccion de Orina Acumulativa
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Figura 27: Efectos de los Compuestos 4883 y 5705
sobre la Composicion Corporal (por RMN)

27A 278: EE :
a E 3
5 e 2
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g . N :
R f‘f .wﬁ 3 fi a’x
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27C 27D:
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Figura 28: Efectos de los compuestos 4883 y 5705 sobre la Composicion Corporal.
Los Cambios de Agua se Miden en Gramos y en %

g

Cambio de Agua {g)
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Figura 29 Efectos de los Compuestos 4883 y 5705 sobre los
Electrolitos en la Orina Después de 7 y 14 Dias de Tratamiento

208 X0 : g 208

Na (mMoliL)
K (mMetiL)
g ¥ 8

3
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& Comp 4883 =
B T8 Comp 5705.
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