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DESCRIPCION
Derivados de metastina y uso de los mismos
Campo técnico
La presente invencion se refiere a derivados de metastina y al uso de los mismos.
Antecedentes de la invencion

Se conoce la metastina obtenida a partir de ser humano (también denominada péptido KiSS-1) (documento
WO00/24890) y la metastina obtenida a partir de ratén o rata (documento WOO01/75104). También se conocen pre-
paraciones de liberacion sostenida que contienen metastina (documento W002/85399).

Segun se ha informado, la metastina tiene un efecto supresor de la metastasis del cancer y es por lo tanto efectiva
para prevenir/tratar canceres (por ejemplo, cancer pulmonar, cancer gastrico, cancer hepatico, cancer pancreatico,
cancer colorrectal, cancer rectal, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer cervical, cancer de
mama, cancer renal, cancer de vejiga, tumor cerebral, etc.); la metastina también tiene el efecto de controlar la fun-
cion pancreatica y es efectiva para prevenir/tratar enfermedades pancreaticas (por ejemplo, pancreatitis aguda o
cronica, cancer pancreatico, etc.); y ademas la metastina tiene el efecto de controlar la funcion placentaria y es efec-
tiva para prevenir/tratar coriocarcinoma, mola hidatidica, mola invasiva, abortos involuntarios, hipoplasia fetal, meta-
bolismo anormal de la glucosa, metabolismo anormal de los lipidos o parto anormal (documentos WO00/24890,
WO01/75104 y WO02/85399).

Descripcion de la invencion

La presente invencién tiene como objeto proporcionar derivados estables de metastina que tienen excelentes activi-
dades bioldgicas (una actividad supresora de la metastasis del cancer, una actividad supresora del crecimiento del
cancer, una actividad estimulante de la secrecion de hormona gonadotréfica, una actividad estimulante de la secre-
cion de hormonas sexuales, una actividad supresora de la secrecion de hormona gonadotréfica, una actividad su-
presora de la secrecion de hormonas sexuales etc.).

Los presentes inventores han realizado estudios extensivos para resolver las dificultades anteriores y han descubier-
to como resultado que mediante la sustitucion de los aminoacidos constituyentes de la metastina con aminoacidos
especificos, se mejora inesperadamente la estabilidad sanguinea, la solubilidad, etc., se reduce la tendencia a la
gelificacion, se mejora también la farmacocinética y se muestra una excelente actividad supresora de la metastasis
del cancer o una actividad supresora del crecimiento del cancer. Los presentes inventores también han descubierto
que inesperadamente estos derivados de metastina tienen la capacidad de suprimir la secrecion de hormona gona-
dotréfica, suprimir la secrecion de hormonas sexuales, etc., que es totalmente diferente de los efectos conocidos
hasta la fecha. Tomando como base estos hallazgos, los presentes inventores han continuado realizando investiga-
ciones adicionales y han llevado a cabo la presente invencion.

Es decir, la presente invencion proporciona las siguientes caracteristicas, etc.

[1] Un compuesto seleccionado a partir de:
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg(Me)Trp-NH, (Compuesto n° 903),
Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH, (Compuesto n° 926),
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH, (Compuesto n° 927), o una sal de los mismos.
[2] El compuesto de acuerdo con [1], el cual es
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg(Me)Trp-NH. o una sal del mismo.

[3] ElI compuesto de acuerdo con [1], el cual es
Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH. o una sal del mismo.

[4] El compuesto de acuerdo con [1], el cual es
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH. o una sal del mismo.

[5] Un medicamento que comprende el compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo.
La presente invencién proporciona adicionalmente las siguientes caracteristicas, etc.

[6] EI compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo para uso en terapia.
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[7] El compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo para uso como un agente para suprimir la metastasis del
cancer o para suprimir el crecimiento del cancer.

[8] El compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo para uso como un agente para prevenir/tratar el cancer.

[9] El compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo para uso como un agente para regular a la baja una hor-
mona gonadotréfica o una hormona sexual.

[10] El compuesto de acuerdo con [1] o una sal del mismo para uso como un agente para prevenir/tratar un cancer
dependiente de hormonas.

El derivado de metastina de la presente invencién y sus sales tienen una excelente estabilidad sanguinea, ademas
de una excelente accion inhibidora de la metastasis del cancer o una accion supresora del crecimiento del cancer y
son utiles como agentes para prevenir/tratar canceres (por ejemplo, cancer de pulmon, cancer gastrico, cancer de
higado, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer rectal, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de ovario,
cancer cervical, cancer de mama, etc.). El derivado de metastina de la presente invencion y sus sales tienen los
efectos de regular funciones del pancreas y son utiles como medicamentos para la prevencion/tratamiento de enfer-
medades pancreaticas (por ejemplo, pancreatitis aguda o cronica, cancer de pancreas, etc.). El derivado de metasti-
na de la presente invencion y sus sales tienen los efectos de regular funciones de la placenta y son utiles como
medicamentos para la prevencién/tratamiento de coriocarcinoma, mola hidatiforme, mola invasiva, aborto involunta-
rio, hipoplasia fetal, metabolismo anormal de la glucosa, metabolismo anormal de los lipidos o induccién del parto.

Ademas, el derivado de metastina de la presente invencion y sus sales tienen los efectos de aumentar el nivel de
azucar, favorecer la secrecion de glucagén pancreatico y favorecer la formacion de orina, y son utiles como agentes
para prevenir/tratar la obesidad, hiperlipemia, diabetes mellitus de tipo Il, hipoglucemia, hipertension, neuropatia
diabética, nefropatia diabética, retinopatia diabética, edema, trastornos urinarios, resistencia a la insulina, diabetes
mellitus inestable, atrofia grasa, alergia a la insulina, insulinoma, arteriosclerosis, trastornos trombéticos o lipotoxici-
dad.

Ademas, el derivado de metastina de la presente invencion y sus sales tienen excelentes actividades estimuladoras
de la secrecidon de hormona gonadotroéfica, estimulacion de la secrecion de hormona sexual, induccion de la ovula-
cion o estimulacion de la ovulacion, y son utiles como agentes ligeramente toxicos y estables, por ejemplo, agentes
para mejorar la funciéon gonadal, agentes para prevenir/tratar el cancer dependiente de hormonas (por ejemplo, can-
cer de prostata, cancer de mama, etc.), la infertilidad, endometriosis, pubertad precoz, mioma del utero, etc., agentes
para inducir o estimular la ovulacion, agentes secretagogos de hormona gonadotrdéfica, anticonceptivos, agentes
secretagogos de hormonas sexuales, o similares.

El derivado de metastina de la presente invencién y sus sales son utiles como agentes para suprimir la secrecion de
hormona gonadotréfica o suprimir la secrecion de hormonas sexuales; agentes para regular a la baja una hormona
gonadotrofica o una hormona sexual; agentes para regular a la baja la proteina OT7T175 humana (receptor de me-
tastina) que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9; agentes para prevenir/tratar
canceres dependientes de hormonas (por ejemplo, cancer de préstata, cancer de mama, etc.; particularmente, can-
cer de prostata sensible a hormonas, cancer de mama sensible a hormonas, etc.); agentes para prevenir/tratar la
endometriosis; agentes para inhibir la maduracion folicular ovarica; agentes para interrumpir el ciclo menstrual; agen-
tes para tratar un mioma del Utero; agentes para tratar la pubertad precoz; anticonceptivos, etc.

Ademas, el derivado de metastina de la presente invencion y sus sales son Utiles como agentes para potenciar la
inmunidad (por ejemplo, agentes profilacticos para la infeccion después de un trasplante de médula ésea, agentes
para potenciar la inmunidad prevista para un cancer, etc.); inmunoestimuladores (por ejemplo, regeneracion del timo,
crecimiento de nuevo del timo, mejora del desarrollo de linfocitos T, etc.); agentes para prevenir/tratar la atrofia mus-
cular bulboespinal; agentes para la proteccion del ovario; agentes para prevenir/tratar la hipertrofia benigna de la
prostata (BPH); agentes para prevenir/tratar el trastorno de la identidad sexual; o agentes para la fertilizacion in vitro
(FIV). Ademas, también son utiles como agentes para la prevencion/tratamiento de la infertilidad, hipogonadismo,
oligospermia, azoospermia, aspermia, astenospermia o necrospermia. Ademas, son Utiles para enfermedades de-
pendientes de hormonas (por ejemplo, cancer dependiente de hormonas sexuales tal como cancer de préstata,
cancer uterino, cancer de mama, tumor hipofisario, etc.), aumento de tamafio de la glandula préstata, endometriosis,
fibroma uterino, pubertad precoz, dismenorrea, amenorrea, sindrome menstrual, sindrome de ovario multilocular,
recaida postoperatoria de los canceres mencionados anteriormente, metastasis de los canceres mencionados ante-
riormente, hipopituitarismo, enanismo (el caso en el que la secrecidon de hormona de crecimiento se ha visto alterada
con hiposecrecion de la hormona pituitaria, etc.), trastorno menopausico, quejas indefinidas, trastornos dependientes
de hormonas sexuales como trastornos dseos por el metabolismo de fosforo calcio. También es aplicable a la anti-
concepcion (o infertilidad cuando se utilizan efectos de rebote después de finalizar con el farmaco), etc.

Por otra parte, la metastina por si misma o el ADN que codifica metastina, etc., también son utiles como agentes
para suprimir la secrecion de hormona gonadotrdéfica o la secrecion de hormona sexual; agentes que regulan a la
baja la hormona gonadotropina o la supresion de hormona sexual; agentes que regulan a la baja la proteina
OT7T175 humana (receptor de metastina) que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
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NO: 9; agentes para prevenir/tratar canceres dependientes de hormonas (por ejemplo, cancer de prostata, cancer de
mama, etc.; particularmente, cancer de prostata sensible a hormonas, cancer de mama sensible a hormonas, etc.);
agentes para prevenir/tratar la endometriosis; agentes para inhibir la maduracion folicular ovarica; agentes para
interrumpir el ciclo menstrual; agentes para tratar un mioma del Utero; agentes para tratar la pubertad precoz; anti-
conceptivos, etc.

En los derivados de metastina de la presente invencion, se prefieren los siguientes compuestos.

MS10: Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe-NH;
123 4 5 6 7 8 9 10

(Compuesto n° 903)
des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Alb4,Thr5,Cha6,Gly7W((E)CH=CH)Leu8,Arg(Me)9, Trp10]MS10,
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg(Me)-Trp-NH

(Compuesto n° 926)
des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Thr5,Cha6,Gly7¥((E)CH=CH)Leu8,Trp10-MS10,
Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH,

(Compuesto n° 927)
des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Alb4,Thr5,Cha6,Gly7W((E)CH=CH)Leu8,Trp10]MS10
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH,

Las férmulas estructurales de estos compuestos se muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]
Numero de compuesto
Estructura
NH,
o NH
NH o =
o
903 O)LS\(NJ\ N DM N,
HO--. ! | 7N
o [+ [« o

H,N
o —
o W © W
926 HOMO/‘Lu ON\g)Lu OH\A\QNJ\H NH,

o~ M
927 noQins\In\)iugn\A\gn\)\u ",
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Los derivados de metastina de la presente invencién pueden prepararse mediante métodos conocidos publicamente
para la sintesis de péptidos. Como métodos para la sintesis de péptidos, se puede utilizar, por ejemplo, la sintesis
en fase solida o la sintesis en fase liquida. Es decir, que el péptido o los aminoacidos parciales que pueden constituir
el péptido de la presente invencion se condensan de forma repetida con la parte restante para proporcionar el pro-
ducto que tiene una secuencia deseada. Cuando el producto tiene grupos protectores, estos grupos se eliminan para
proporcionar el péptido deseado. Métodos conocidos publicamente para la condensacion y la eliminacion de los
grupos protectores incluyen los descritos, p. €j., en (1) a (5) a continuacion.

(1) M. Bodanszky & M.A. Ondetti: Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva York (1966)
(2) Schroeder & Luebke: The Peptide, Academic Press, Nueva York (1965)

(3) Nobuo Izumiya et al: Peptide Gosei-no-Kiso to Jikken (Basics and experiments of peptide synthesis), publicado
por Maruzen Co. (1975)

(4) Haruaki Yajima & Shunpei Sakakibara: Seikagaku Jikken Koza (Biochemical Experiment) 1, Tanpakushi tsu no
Kagaku (Chemistry de Proteins) IV, 205 (1977)

(5) Haruaki Yajima, compilador: Zoku lyakuhin no Kaihatsu (A sequel to Development of Pharmaceuticals), vol. 14,
Peptide Synthesis, publicado por Hirokawa Shoten.

Una vez concluida la reaccion, el producto se puede purificar y aislar mediante una combinacion de métodos de
purificacion convencionales tales como extraccion con disolventes, destilacion, cromatografia en columna, cromato-
grafia liquida y recristalizacion, para proporcionar el péptido de la presente invencion. Cuando el péptido obtenido
mediante los métodos anteriores esta en forma libre, puede convertirse en una sal apropiada mediante un método
conocido publicamente; en cambio cuando el péptido se obtiene en una forma salina, se puede convertir en su forma
libre mediante métodos conocidos publicamente.

Para la condensacion de los péptidos o aminoacidos protegidos, se puede utilizar una variedad de reactivos de acti-
vacion para la sintesis de péptidos, pero en particular se prefieren sales de trisfosfonio, sales de tetrametiluronio,
carbodiimidas, etc. Ejemplos de sales de trisfosfonio incluyen hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PiBOP), hexafluorofosfato de bromotris(pirrolidino)fosfonio (PiBroP) y hexafluorofosfato
de 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PIAOP), ejemplos de sales de tetrametiluronio incluyen 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-hexafluorofosfato (HBTU), 2-(7-azabenzotriazol-1-il}-1,1,3,3-hexafluorofosfato (HATU),
tetraflluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU), tetraflluoroborato de 2-(5-norborneno-
2,3-dicarboxiimido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU) y tetraflluoroborato de O-(N-succimidil)-1,1,3,3-tetrametiluronio
(TSTU); ejemplos de carbodiimidas incluyen DCC, N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y clorhidrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI.HCI); etc. Para la condensacion utilizando estos reactivos, se prefiere la adi-
cion de inhibidores de la racemizacion (por ejemplo, HONB, HOBt, HOAt, HOOBE, etc.). Los disolventes utilizados en
la condensacion pueden seleccionarse de forma apropiada a partir de disolventes que se sabe que se pueden utili-
zar para la condensacion. Por ejemplo, se utilizan amidas de acidos tales como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metilpirrolidona anhidra o hidratada, etc., hidrocarburos halogenados tales como cloruro de
metileno, cloroformo, etc., alcoholes tales como trifluoroetanol, fenol, etc., sulféxidos tales como dimetil sulféxido,
etc., aminas terciarias tales como piridina, etc., éteres tales como dioxano, tetrahidrofurano, etc., nitrilos tales como
acetonitrilo, propionitrilo, etc., ésteres tales como acetato de metilo, acetato de etilo, etc., 0 mezclas apropiadas de
los mismos, etc. La temperatura de la reaccion se selecciona de forma apropiada a partir del intervalo conocido por
ser aplicable a las reacciones de unioén de péptidos y comunmente se selecciona de forma apropiada a partir del
intervalo de aproximadamente -20°C a 50°C. En general, los derivados de aminoacido activados se utilizan general-
mente con un exceso de 1,5 a 6 veces. En el caso de sintesis en fase sdlida, la condensaciéon se examina utilizando
la reaccion de ninhidrina; cuando la condensacion es insuficiente, se puede completar mediante la repeticion de la
reaccion de condensacion sin eliminacion de los grupos protectores. Cuando la condensacion es aun insuficiente,
incluso después de repetir la reaccién, los aminoacidos sin reaccionar se acilan con anhidrido acético o acetilimida-
zol para anular cualquier efecto adverso sobre la reaccién posterior.

Ejemplos de grupos protectores utilizados para proteger grupos amino en los aminoacidos de partida, incluyen Z,
Boc, terc-pentiloxicarbonilo, isoborniloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, CI-Z, Br-Z, adamantiloxicarbonilo,
trifluoroacetilo, ftaloilo, formilo, 2-nitrofenilsulfenilo, difenilfosfinotioilo, Fmoc, tritilo, etc. Ejemplos de grupos protecto-
res para un grupo carboxilo incluyen, ademas del grupo alquilo C1., un grupo cicloalquilo Cs.s y un grupo aralquilo
Cr.14 para R descrita con anterioridad, alilo, 2-adamantilo, 4-nitrobencilo, 4-metoxibencilo, 4-clorobencilo, grupo fena-
cilo, benciloxicarbonilhidrazida, terc-butoxicarbonilhidrazida, tritilhidrazida, etc.

El grupo hidroxilo de serina y treonina puede estar protegido, por ejemplo, mediante esterificacion o eterificacion.
Ejemplos de grupos apropiados para esta esterificacion incluyen un grupo obtenido a partir de acido organico, tal
como un grupo alcanoilo C,.4 inferior, tal como un grupo acetilo, un grupo aroilo tal como un grupo benzoilo, etc.
Ejemplos de un grupo apropiado para la eterificacion incluyen un grupo bencilo, un grupo tetrahidropiranilo, un grupo
terc-butilo, un grupo tritilo (Trt), etc.

Ejemplos de grupos para proteger el grupo hidroxilo fendlico de la tirosina incluyen Bzl, 2,6-diclorobencilo (Cl»-Bzl),
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2-nitrobencilo, Br-Z, terc-butilo, etc.

Ejemplos de grupos utilizados para proteger el resto imidazol de la histidina incluyen Tos, 4-metoxi-2,3,6-
trimetilbenzosulfonilo (Mtr), DNP, Bom, Bum, Boc, Trt, Fmoc, etc. Ejemplos de grupos protectores para el grupo
guanidino en la arginina incluyen Tos, Z, 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzosulfonilo (Mtr), p-metoxibenzosulfonilo (MBS),
2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo (Pmc), mesitilen-2-sulfonilo (Mts), 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-
sulfonilo (Pbf), Boc, Z, NO,, etc. Ejemplos de grupos protectores para el grupo amino de la cadena lateral incluyen Z,
Cl-Z, trifluoroacetilo, Boc, Fmoc, Trt, Mtr, 4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilidenilo (Dde), etc.

Ejemplos de grupos protectores para indolilo de triptéfano incluyen formilo (For), Z, Boc, Mts, Mtr, etc.

Ejemplos de grupos protectores para asparagina y glutamina incluyen Trt, xantilo (Xan), 4,4'-dimetoxibenzhidrilo
(Mbh), 2,4,6-trimetoxibencilo (Tmob), etc.

Ejemplos de grupos carboxilo activados en el material de partida incluyen los correspondientes anhidridos de acido,
azidas, ésteres activados [ésteres con alcoholes (por ejemplo, pentaclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4-dinitrofenal,
alcohol cianometilico, p-nitrofenol, HONB, N-hidroxisuccimida, 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) o 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAL)], etc. Ejemplos de formas activadas de los grupos amino en el material de partida, incluyen
las fosforamidas correspondientes.

Para eliminar (escindir) los grupos protectores, se utiliza una reduccion catalitica bajo flujo de gas hidrégeno, en
presencia de un catalizador tal como Pd-negro o Pd-carbono; un tratamiento acido con fluoruro de hidrogeno anhi-
dro, acido metanosulfénico, acido trifluorometanosulfénico, acido trifluoroacético, bromuro de trimetilsilano (TMSBr),
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo, acido tetrafluorobdrico, tris(trifluoro)boro, tribromuro de boro o una solucién
combinada de los mismos, un tratamiento base con diisopropiletilamina, trietilamina, piperidina, piperazina, etc., y
una reduccion con sodio en amoniaco liquido. La eliminacion de los grupos protectores mediante el tratamiento con
acido descrito con anterioridad en general se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente -20°C a 40°C. En
el tratamiento con acido, es eficaz afiadir un agente secuestrante de cationes tal como anisol, fenol, tioanisol, m-
cresol, p-cresol, etc., dimetilsulfuro, 1,4-butanoditiol, 1,2-etanoditiol, etc. Ademas, el grupo 2,4-dinitrofenilo utilizado
como grupo protector para el imidazol de histidina, se elimina mediante un tratamiento con tiofenol. El grupo formilo
utilizado como grupo protector del indol de triptéfano se elimina mediante el tratamiento con acido mencionado con
anterioridad, en presencia de 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol, etc., asi como también mediante un tratamiento con un
alcali tal como una solucién diluida de hidroxido de sodio, amoniaco diluido, etc.

La proteccion de los grupos funcionales que no deben estar implicados en la reaccién de los materiales de partida,
grupos protectores, eliminacion de los grupos protectores y activacion de grupos funcionales involucrados en la
reaccion, se puede seleccionar de forma apropiada a partir de grupos y medios conocidos publicamente.

Los métodos para obtener la amida del péptido incluyen, por ejemplo, sintesis en fase sélida utilizando resinas para
la formacién de la amida del péptido. En otro método para obtener las amidas del péptido, por ejemplo, se protege
en primer lugar el grupo a-carboxilo del aminoacido carboxi terminal mediante amidacion; luego se extiende la cade-
na peptidica desde el lado del grupo amino hasta una longitud deseada. A continuacion, se prepara un péptido en
donde unicamente se ha eliminado del péptido el grupo protector del grupo a-amino N-terminal en la cadena del
péptido y un péptido (o un aminoacido) en donde Unicamente se ha eliminado el grupo protector del grupo carboxilo
C-terminal. Ambos péptidos se condensan en una mezcla de los disolventes descritos con anterioridad. Los detalles
de la reaccion de condensacion son los mismos que los descritos con anterioridad. Después de la purificacion del
péptido protegido, obtenido mediante condensacion, se eliminan todos los grupos protectores mediante el método
descrito con anterioridad para proporcionar el péptido crudo deseado. Este péptido crudo se purifica mediante diver-
sos métodos de purificacion conocidos. La liofilizacion de la fraccién principal proporciona la amida del péptido
deseado.

Cuando el derivado de metastina de la presente invencion esta presente en forma de un isémero configuracional, un
diasteredmero, un conférmero o similares, si se desea, cada uno se puede aislar mediante los medios de separacién
y purificacion descritos con anterioridad. Ademas, cuando el compuesto de la presente invencion es racémico, se
puede separar en un isdmero S y un isémero R mediante los medios de resolucion dptica convencionales.

Cuando existen isémeros estéricos en el derivado de metastina de la presente invencién, la presente invencion in-
cluye ambos de estos isdmeros de forma individual y los isémeros presentes como una mezcla de los mismos.

Ademas, el derivado de metastina de la presente invencion también puede estar hidratado o no hidratado. El deriva-
do de metastina de la presente invencion también se puede marcar con un isétopo (por ejemplo, °H, c, 35S), etc.

A lo largo de la memoria descriptiva, los péptidos se representan de acuerdo con el modo convencional de describir
péptidos, es decir, el extremo N-terminal (amino terminal) en el lado izquierdo y el extremo C-terminal (carboxilo
terminal) en el lado derecho. En los péptidos, el extremo C-terminal se presenta en general en forma de una amida (-
CONH_), un grupo carboxilo (-COOH), un carboxilato (-COQO"), una alquilamida (-CONHR) o un éster (-COOR), y se
prefiere particularmente la forma de amida (-CONH,). Ejemplos de R en el éster o la alquilamida incluyen un grupo
alquilo C4 tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, etc.; un grupo cicloalquilo Cs.s tal como ciclopentilo,
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ciciohexilo, etc.; un grupo arilo Ce.12 tal como fenilo, a-naftilo, etc.; un grupo aralquilo C7.14 tal como un grupo fenil-
alquilo C4-, por ejemplo, bencilo, fenetilo, etc., o un grupo a-naftil-alquilo C1.; tal como a-naftilmetilo, etc.; un grupo
pivaloiloximetilo, los cuales se utilizan ampliamente como éster para uso oral, y similares.

Ejemplos de sales del derivado de metastina de la presente invencion incluyen una sal de metal, una sal de amonio,
una sal con una base organica, una sal con acido inorganico, una sal con acido organico, una sal con aminoacido
basico o acido, y similares. Los ejemplos preferidos de sales de metales incluyen sales de metales alcalinos tales
como sales de sodio, sales de potasio, etc.; sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio, sales de
magnesio, sales de bario, etc.; sales de aluminio; y similares. Los ejemplos preferidos de sales con bases organicas
incluyen sales con trimetilamina, trietilamina, piridina, picolina, 2,6-lutidina, etanolamina, dietanolamina, trietanolami-
na, ciclohexilamina, diciclohexilamina, N,N'-dibenciletilendiamina, etc. Ejemplos preferidos de sales con acidos inor-
ganicos incluyen sales con acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido nitrico, acido sulfdrico, acido fosférico, etc.
Ejemplos preferidos de sales con acidos organicos incluyen sales con acido férmico, acido acético, acido trifluo-
roacético, acido ftalico, acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico, acido maleico, acido citrico, acido succinico,
acido malico, acido metanosulfénico, acido benzosulfénico, acido p-toluensulfénico, etc. Ejemplos preferidos de
sales con aminoacidos basicos incluyen sales con arginina, lisina, ornitina, etc., y ejemplos preferidos de sales con
aminoacidos acidos incluyen sales con acido aspartico, acido glutamico, etc.

Entre estas sales, se prefieren las sales farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, cuando el compuesto tiene un
grupo funcional acido, se prefieren sales inorganicas tales como sales de metales alcalinos (por ejemplo, sales de
sodio, sales de potasio, etc.), sales de metales alcalinotérreos (por ejemplo, sales de calcio, sales de magnesio,
sales de bario, etc.), sales de amonio, y similares. Cuando el compuesto tiene un grupo funcional basico, se prefie-
ren sales con acidos inorganicos con acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido nitrico, acido sulfarico, acido fosféri-
co, etc., y sales con acidos organicos tales como acido acético, acido ftalico, acido fumarico, acido oxalico, acido
tartarico, acido maleico, acido citrico, acido succinico, acido metanosulfénico, acido p-toluensulfénico, etc.

El compuesto de la presente invencion también tiene los efectos de regular las funciones del pancreas y es util como
agente terapéutico/preventivo para diversas enfermedades pancreaticas (por ejemplo, pancreatitis aguda o cronica,
cancer pancreatico, etc.).

Ademas, el compuesto de la presente invencién también tiene los efectos de incrementar el nivel de azucar, promo-
ver la secrecion de glucagon pancreatico y promover la formacion de orina, y es Util como agente hiperglucémico,
agente secretagogo de glucagoén pancreatico o un agente para promover la formacién de orina, p. €j., como medi-
camentos que incluyen agentes para evitar o tratar la obesidad, hiperlipemia, diabetes mellitus de tipo IlI, hipogluce-
mia, hipertensién, neuropatia diabética, nefropatia diabética, retinopatia diabética, edema, alteraciones urinarias,
resistencia a la insulina, diabetes mellitus inestable, atrofia adiposa, alergia a la insulina, insulinoma, arteriosclerosis,
trastornos trombdticos o lipotoxicidad.

Ademas, el compuesto de la presente invencion también posee efectos para estimular la secreciéon de hormona
gonadotrofica (por ejemplo, FSH, LH, etc.), estimular la secrecion de hormonas sexuales [por ejemplo, andrégenos
(por ejemplo, testosterona, androstendiona, etc.), estrégenos (por ejemplo, estradiol, estrona, etc.), progesteronas,
etc.], mejorar la funcion gonadal e inducir o estimular la ovulacion, asi como también un efecto sobre la maduracion
sexual, etc., y por lo tanto, se puede utilizar como un agente para mejorar la funcién gonadal, un agente para inducir
o estimular la ovulacion, un agente secretagogo de hormona gonadotréfica o un agente secretagogo de hormona
sexual, o un agente para prevenir/tratar canceres dependientes de hormonas [por ejemplo, cancer de prostata, can-
cer de mama, etc.], la infertilidad [por ejemplo, menstruacion irregular, dismenorrea, amenorrea, amenorrea inducida
por la pérdida de peso, amenorrea secundaria, anovulacion, hipoovarianismo, hipogonadismo, fallo espermatogené-
tico, hipogonadismo (por ejemplo, impotencia, etc.), atrofia genital, atrofia testicular, trastorno de la funcion testicular,
azoospermia, hipoandrogenemia, etc.], endometriosis, pubertad precoz, mioma del Utero, etc.

El compuesto de la presente invencion es también util como:

un agente para prevenir/tratar la hiperlipemia, diabetes mellitus de tipo II, hipertensién, neuropatia diabética, nefro-
patia diabética o retinopatia diabética; un agente antiansiedad; un agente antiestrés; un agente antiinsomnio; un
agente antimaniaco-depresivo; un agente para prevenir/tratar la hipertension (p. ej., hipertension esencial, hiperten-
sion renal, hipertension sensible a las sales, etc.), angina de pecho (p. €j., angina estable, angina inestable, etc.),
infarto de miocardio, trastornos cerebrovasculares (p. €j., trastorno cerebrovascular asintomatico, ataque isquémico
transitorio, apoplejia, demencia cerebrovascular, encefalopatia por hipertension, infarto cerebral, etc.), insuficiencia
venosa, alteraciones circulatorias periféricas obliterantes, enfermedad de Raynaud, arteriosclerosis que incluye ate-
roesclerosis (p. €j., aneurisma, arteriosclerosis coronaria, arteriosclerosis cerebral, arteriosclerosis periférica, etc.),
engrosamiento u oclusion vascular y alteraciones de los 6rganos después de una intervencion (p. €j., intervencion
coronaria percutanea, colocacion de endoprétesis, terapia trombolitica coronaria, etc.), hipertension portal, trastornos
respiratorios (p. €j., asma, hipertension pulmonar, etc.); un agente para prevenir/tratar una tolerancia a la glucosa
alterada (IGT); un secretagogo de insulina, un inhibidor de la transicion de IGT a diabetes; un agente para preve-
nir/tratar complicaciones diabéticas [p. €j., neuropatia, nefropatia, retinopatia, cataratas, macroangiopatia, osteope-
nia, coma diabético hiperosmolar, enfermedades infecciosas (p. €j., infeccion respiratoria, infeccion del tracto urina-
rio, infeccion del tracto digestivo, infeccion del tejido blando de la piel, infeccion de la parte inferior de la pierna),
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gangrena diabética, xerostomia, hipacusis, trastorno cerebrovascular, alteracion circulatoria periférica], osteoporosis,
caquexia (p. ej., caquexia cancerosa, caquexia tuberculosa, caquexia diabética, caquexia por enfermedad sangui-
nea, caquexia por enfermedad endocrina, caquexia por enfermedad infecciosa o caquexia debida al sindrome de
inmunodeficiencia adquirido), higado graso, sindrome de ovario policistico, enfermedades renales (p. €j., nefropatia
diabética, glomerulonefritis, glomeruloesclerosis, sindrome nefrético, nefroesclerosis por hipertension, estadio final
de enfermedad renal), distrofia muscular, infarto cardiaco, angina de pecho, trastornos cerebrovasculares (p. €j.,
infarto cerebral, apoplejia), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demencia, sindrome de resistencia
a la insulina, sindrome X, sindrome metabdlico, hiperinsulinemia, trastornos sensoriales inducidos por hiperinsuli-
nemia, tumores (p. €j., leucemia, cancer de piel), sindrome de intestino irritable, diarrea aguda o cronica, enferme-
dades inflamatorias (p. €j., espondilitis deformante, artritis deformante, lumbago, gota, inflamacién posoperativa o
postraumatica, inflamacion, neuralgia, faringolaringitis, cistitis, hepatitis (incluyendo esteatohepatitis no alcohdlica),
neumonia, enteritis, trastorno inflamatorio intestinal (incluyendo enfermedades inflamatorias del intestino), colitis
ulcerativa, lesion de la mucosa gastrica (incluyendo lesion de la mucosa gastrica inducida por aspirina)), lesiones de
la mucosa del intestino delgado, malabsorcion, trastorno de la funcion testicular, sindrome de obesidad visceral, etc;

Los compuestos descritos en el documento W02004/063221, los compuestos descritos en el documento
W02006/001499 y los compuestos descritos en el documento W02007/072997, o sales de los mismos también son
utiles para prevenir/tratar enfermedades reumaticas (p. €j., artritis reumatoide, osteoartritis, gota, etc.) o similares.

Los compuestos de la presente invencion se pueden utilizar en combinacion con farmacos; p. €j., agentes quimiote-
rapéuticos para tratar cancer, agentes terapéuticos hormonales, agentes inmunoterapéuticos, farmacos para inhibir
las acciones de factores de crecimiento celular y sus receptores, etc. (de aqui en adelante simplemente denomina-
dos agentes concomitantes). Ejemplos de "agentes quimioterapéuticos" incluyen agentes alquilantes, antimetaboli-
tos, antibidticos anticancerigenos, agentes anticancerigenos derivados de plantas, etc. Especificamente se pueden
utilizar los farmacos descritos mas adelante.

Ademas, el compuesto de la presente invencion tiene una estabilidad sanguinea, una solubilidad y estabilidad en
solucion excelentes, en comparacion con la metastina natural, tal como metastina 54 (1-54) o la metastina 10 (45-
54).

El derivado de metastina de la presente invencion o sus sales o profarmacos, la metastina por si misma o el ADN
que codifica la metastina, etc., es Util como agente para la supresion de la secrecion de hormonas gonadotréficas (p.
ej., FSH, LH) o de hormonas sexuales [p. €j., androgenos (p. €j., testosterona, androstenediona), estrogeno (p. €;j.,
estradiol, estrona), progesteronal; etc.; en particular, es Util para suprimir la secrecién de hormonas gonadotroéficas o
de hormonas sexuales mediante la regulacion a la baja de las hormonas gonadotréficas o las hormonas sexuales
(en donde la regulacion a la baja de las hormonas gonadotréficas o las hormonas sexuales puede ser mediante
pérdida de pulso de LHRH o agotamiento de LHRH) o regulacion a la baja de la proteina OT7T175 humana (recep-
tor de metastina) que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9; particularmente util
como agente para evitar o tratar canceres dependientes de hormonas (p. €j., cancer de préstata, cancer de mama,
etc.; especialmente un cancer de prostata, cancer de prostata sensible a hormonas, etc.); un agente para evitar o
tratar la endometriosis; un agente para inhibir la maduracion folicular de los ovarios; un agente que interrumpe el
ciclo menstrual; un agente para tratar un mioma del Utero; un agente para tratar la pubertad temprana; o como anti-
conceptivo, etc. Cuando el derivado de metastina de la presente invencién o sus sales o profarmacos, la metastina
por si misma o el ADN que codifica la metastina, etc., tiene una actividad agonista normal, una dosis eficaz del deri-
vado de metastina suficiente para suprimir la secrecion de hormona gonadotrofica u hormona sexual se administra
en el sitio o el tejido en el que se van a ejercer los efectos terapéuticos, de modo que el derivado de metastina esta
presente en una dosis superior a la requerida (es decir, el derivado de metastina se administra en exceso en relacion
con la dosis eficaz normal con la que el derivado de metastina ejerce los efectos de supresion de metastasis del
cancer, supresion del crecimiento del cancer, etc.; o el efecto de promocionar la secrecion de hormona gonadotréfi-
ca, el efecto de promocionar la secrecion de hormona sexual, etc.) para mostrar los efectos de supresion de la se-
crecion de hormona gonadotrdéfica o de la secrecion de hormona sexual. Los ejemplos especificos incluyen la admi-
nistracion sostenida o continua de la dosis efectiva normal (que incluyen una técnica de administracién para liberar
en forma gradual los ingredientes farmacéuticos mediante administracion de bolo); y similares. Ademas cuando el
derivado de metastina de la presente invencién o su sal o el profarmaco del mismo, etc. tiene una actividad antago-
nista suficiente mayor que la requerida (una actividad superagonista), es posible conservar las actividades mas alla
de las mostradas mediante la dosis necesaria en el sitio o el tejido en el cual se va a mostrar el efecto terapéutico.
Por lo tanto, es suficiente, incluso mediante la administracién de una dosis efectiva normal, para suprimir la secre-
cion de hormona gonadotréfica o de hormona sexual, a través de la cual se muestra el efecto de supresion de la
secrecion de hormonas gonadotroficas o de la secrecion de hormonas sexuales.

En otras palabras, se administra una dosis efectiva del derivado de metastina de la presente invencién o su sal o
profarmaco, metastina por si misma o ADN que codifica la metastina, etc. suficiente para suprimir la secrecién de
hormona gonadotréfica u hormona sexual de modo que el derivado de metastina esta presente en una dosis mayor
que la requerida en el sitio o el tejido en el que se van a ejercer los efectos terapéuticos, o sus actividades se pue-
den conservar mas que lo requerido, lo que permite mostrar los efectos de supresion de la secreciéon de hormona
gonadotrofica o la secrecion de hormonas sexuales.
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El medicamento que comprende el compuesto de la presente invencion es de baja toxicidad. Por lo tanto, el com-
puesto de la presente invencion puede administrarse de forma segura directamente como tal o como una mezcla
con vehiculos farmacéuticamente aceptables, por via oral o parenteral (por ejemplo, tdpica, rectal, intravenosa, etc.),
en forma de preparaciones farmacéuticas tales como comprimidos (que incluyen grageas y comprimidos recubier-
tos), formas de dosificacion en polvo, granulos, capsulas (que incluyen capsulas blandas), formas de dosificacion
liquidas, inyecciones, supositorios, formas de dosificacion de liberacion sostenida, etc., de acuerdo con medios co-
nocidos publicamente, empleados generalmente en el proceso de produccion de preparaciones farmacéuticas.

El compuesto de la presente invencion esta contenido en la preparacion farmacéutica de la presente invencién en
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100% en peso, tomando como base el peso total de la preparacion.

Una dosis del compuesto de la presente invencion puede variar dependiendo del sujeto al que se va a administrar,
del 6rgano diana, de las condiciones, de la via de administracion, etc., y en la administracion oral, el compuesto se
administra en general al paciente (de 60 kg de peso corporal) con cancer en una dosis diaria de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 100 mg, con preferencia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 mg y con mayor
preferencia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 mg. En la administracion parenteral, una dosis Unica
del compuesto puede variar dependiendo del sujeto al que se va administrar, del 6rgano diana, de las condiciones,
de la via de administracion, etc., y en la forma de una forma de dosificacion inyectable, es ventajoso la administra-
cion del compuesto al paciente (de 60 kg de peso corporal) con cancer generalmente en una dosis diaria de aproxi-
madamente 0,001 a aproximadamente 30 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg
y con mayor preferencia de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg. Para otras especies animales, se
puede administrar la dosis correspondiente a 60 kg de peso.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, que se pueden utilizar en la fabricacion de la preparacion farmacéutica
de la presente invencion, incluyen varias sustancias vehiculo, organicas o inorganicas, utilizadas normalmente como
materiales para preparaciones farmacéuticas. Estas sustancias incluyen, por ejemplo, un excipiente, un lubricante,
un aglutinante y un agente disgregante en una forma de dosificacién solida, y un disolvente, un auxiliar de disolu-
cion, un agente de suspension, un agente de isotonicidad, un tampdn, un agente suavizante, etc., en una forma de
dosificacion liquida. Ademas, en caso de ser necesario, aditivos convencionales tales como un agente conservante,
un antioxidante, un colorante, un edulcorante, un absorbente, un humectante, etc. se pueden utilizar de forma ade-
cuada en cantidades apropiadas. Ejemplos de excipientes incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, almidon, almidén
de maiz, celulosa cristalina, acido silicico anhidro ligero, etc. Ejemplos de lubricantes incluyen estearato de magne-
sio, estearato de calcio, talco, silice coloidal, etc.

Ejemplos de aglutinantes incluyen celulosa cristalina, sacarosa, D-manitol, dextrina, hidroxipropilcelulosa, hidroxi-
propilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, almidén, sacarosa, gelatina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, etc.

Ejemplos de agentes disgregantes incluyen almidén, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de calcio, carboxime-
til almidon sédico, L-hidroxipropilcelulosa, etc.

Ejemplos de disolventes incluyen agua para inyecciones, alcohol, propilenglicol, Macrogol, aceite de sésamo, aceite
de maiz, aceite de oliva, etc.

Ejemplos de auxiliares de disolucion incluyen polietilenglicol, propilenglicol, D-manitol, benzoato de bencilo, etanol,
trisaminometano, colesterol, trietanolamina, carbonato de sodio, citrato de sodio, etc.

Ejemplos de agentes de suspension incluyen tensioactivos tales como estearil trietanolamina, laurilsulfato de sodio,
aminopropionato de laurilo, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio, monoestearato de glicerina, etc.;
polimeros hidrofilicos tales como poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulo-
sa, hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, etc.

Ejemplos de agentes isotonizantes incluyen glucosa, D-sorbitol, cloruro de sodio, glicerina, D-manitol, etc.
Ejemplos de tampones incluyen soluciones tamponadoras de un fosfato, acetato, carbonato, citrato, etc.
Ejemplos de agentes suavizantes incluyen alcohol bencilico, etc.

Ejemplos de conservantes incluyen p-hidroxibenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, acido
dehidroacético, acido sorbico, etc.

Ejemplos de antioxidantes incluyen un sulfito, acido ascérbico, a-tocoferol, etc.

Ademas, el compuesto de la presente invencién se puede utilizar en combinacion con farmacos diferentes del com-
puesto de la presente invencion.

Ejemplos de los farmacos que se pueden utilizar en combinacion con el compuesto de la presente invencion (de
aqui en adelante denominados simplemente farmacos concomitantes), incluyen agentes quimioterapéuticos para
tratar cancer, agentes terapéuticos hormonales, agentes inmunoterapéuticos, farmacos para inhibir las acciones de
factores de crecimiento celular y sus receptores, etc. (de aqui en adelante denominados simplemente agentes con-
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comitantes).

Ejemplos de "agentes quimioterapéuticos" incluyen agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos anticancerige-
nos, agentes anticancerigenos derivados de plantas, etc.

Ejemplos de "agentes alquilantes" incluyen mostaza de nitrégeno, clorhidrato de nitrégeno mostaza-N-6xido, cloram-
butil, ciclofosfamida, ifosfamida, tiotepa, carbocuona, tosilato de improsulfan, busulfan, clorhidrato de nimustina,
mitobronitol, rnelfalan, dacarbazina, ranimustina, fosfato de estramustina de sodio, trietilenmelamina, carmustina,
lomustina, estreptozocina, pipobroman, etoglucida, carboplatina, cisplatina, miboplatina, nedaplatina, oxaliplatina,
altretamina, ambamustina, clorhidrato de dibrospidio, fotemustina, prednimustina, pumitepa, ribomustina, temozolo-
mida, treosulfan, trofosfamida, estimalamer zinostatina, carbocuona, adozelesina, cistemustina, bicelesina, etc.

Ejemplos de "antimetabolitos" incluyen mercaptopurina, 6-mercaptopurina ribosida, tioinosina, metotrexato, enocita-
bina, citarabina, ocfosfato de citarabina, clorhidrato de ancitabina, farmacos 5-FU (por ejemplo, fluorouracilo, tegafur,
UFT, doxifluridina, carmofur, galocitabina, emitefur, etc.), aminopterina, leucovorina de calcio, tabloide, butocina,
folinato de calcio, levofolinato de calcio, cladribina, emitefur, fludarabina, gemcitabina, hidroxicarbamida, pentostati-
na, piritrexima, idoxuridina, mitoguazona, tiazofrina, ambamustina, etc.

Ejemplos de "antibiéticos anticancerigenos" incluyen actinomicina D, actinomicina C, mitomicina C, cromomicina A3,
clorhidrato de bleomicina, sulfato de bleomicina, sulfato de peplomicina, clorhidrato de daunorrubicina, clorhidrato de
doxorrubicina, clorhidrato de aclarrubicina, clorhidrato de pirarrubicina, clorhidrato de epirrubicina, neocarzinostatina,
mitramicina, sarcomicina, carcinofilina, mitotano, clorhidrato de zorrubicina, clorhidrato de mitoxantrona, clorhidrato
de idarrubicina, etc.

Ejemplos de "agentes anticancerigenos derivados de plantas" incluyen etoposida, fosfato de etoposida, sulfato de
vinblastina, sulfato de vincristina, sulfato de vindesina, teniposida, paclitaxel, docetaxel, vinorelbina, etc.

Ejemplos de "agentes terapéuticos hormonales” incluyen fosfestrol, dietilstilbestrol, clorotrianiseno, acetato de me-
droxiprogesterona, acetato de megestrol, acetato de clormadinona, acetato de ciproterona, danazol, alilestrenol,
gestrinona, mepartricina, raloxifeno, ormeloxifeno, levormeloxifeno, antiestrégenos (por ejemplo, citrato de tamoxi-
feno, citrato de toremifeno, etc.), formas de dosificacion en pildoras, mepitiostano, testrolactona, aminoglutetimida,
agonistas de LH-RH (por ejemplo, acetato de goserelina, buserelina, leuprorelina, etc.), droloxifeno, epitiostanol,
sulfonato de etinilestradiol, inhibidores de la aromatasa (por ejemplo, clorhidrato de fadrozol, anastrozol, retrozol,
exemestano, vorozol, formestano, etc.), antiandrégenos (por ejemplo, flutamida, bicartamida, nilutamida, etc.), inhi-
bidores de la 5a-reductasa (por ejemplo, finasterida, epristerida, etc.), farmacos de adrenocorticohormona (por
ejemplo, dexametasona, prednisolona, betametasona, triamcinolona, etc.), inhibidores de la sintesis de andrégenos
(por ejemplo, abiraterona, etc.), retinoide y farmacos que retardan el metabolismo retinoide (por ejemplo, liarozol,
etc.), y entre otros, se prefieren los agonistas de LH-RH (por ejemplo, acetato de goserelina, buserelina, leuprorelina,
etc.).

Ejemplos de "agentes inmunoterapéuticos (BRM)" incluyen picibanil, crestina, sizofiran, lentinan, ubenimex, interfe-
rones, interleucinas, factor estimulador de colonias de macréfagos, factor estimulador de colonias de granulocitos,
eritropoyetina, linfotoxina, vacuna BCG, Corinebacterium parvum, levamisol, polisacarido K, procodazol, etc.

Los “factores de crecimiento celular” en los “farmacos para inhibir las acciones de factores de crecimiento celular y
sus receptores” pueden ser cualquier sustancia mientras que sea un material para estimular el crecimiento celular y,
generalmente, péptidos que tienen un peso molecular de 20.000 o menos y que se unen a sus receptores para mos-
trar las acciones a un nivel inferior, se pueden emplear como factores. Ejemplos especificos son (1) EGF (factor de
crecimiento epidérmico) o sustancias que tienen sustancialmente la misma actividad que EGF [p. ej., EGF, herglina,
etc.], (2) insulina o sustancias que tienen sustancialmente la misma actividad que la insulina [p. €j., insulina, IGF-1
(factor de crecimiento similar a insulina), IGF-2, etc.], (3) FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) o sustancias
que tienen sustancialmente la misma actividad que FGF [p. ej., FGF acido, FGF basico, KGF (factor de crecimiento
de queratinocitos), FGF-10, etc.], (4) otros factores de crecimiento [p. ej., CSF (factor estimulante de colonias), EPO
(eritropoyetina), IL-2 (interleucina-2), NGF (factor de crecimiento de nervios), PDGF (factor de crecimiento derivado
de plaquetas), TGFB (factor de crecimiento transformante ), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos), VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular), etc.] y similares.

Los “receptores de los factores de crecimiento celulares” pueden ser cualquier receptor siempre y cuando sea capaz
de unirse a los factores de crecimiento celulares descritos anteriormente, y ejemplos especificos son el receptor de
EGF, receptor de hereglina (HER2), receptor de insulina, receptor de IGF, receptor 1 de FGF o receptor 2 de FGF,
etc.

Como “agente que inhibe el efecto del factor de crecimiento celular” se incluye el anticuerpo de HER2 (trastuzumab
(Herceptin (marca registrada)), etc.), mesilato de imatinib, ZD1839 o anticuerpo de EGFR (cetuximab (Erbitux (marca
registrada)), etc.), anticuerpo contra VEGF (p. ej., Bevacizumab (Avastin (marca registrada))), anticuerpo de VEGFR,
inhibidor de VEGFR, inhibidor de EGFR (erlotinib (Tarceva (marca registrada)), gefitinib (Iressa (marca registrada)),
etc.).
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Ademas de los agentes mencionados anteriormente, también se emplean L-asparginasa, aceglatona, clorhidrato de
procarbazina, complejo de protoporfirina-cobalto, mercurio-hematoporfirina sdédica, inhibidor de topoisomerasa | (p.
€j., Irinotecan, Topotecan, etc.), inhibidor de topoisomerasa Il (p. €j., Sobzoxan, etc.), agente que induce la diferen-
ciacion (p. €j., retinoide, grupo de vitamina D, etc.), inhibidor de la angiogénesis (p. €j., talidomida, SU11248, etc.), a-
bloqueante (p. €j., clorhidrato de tamsulosina, naftopidil, urapidil, alfuzosina, terazosina, prazosina, silodosina, etc.),
inhibidor de la cinasa de serina-treonina, antagonista del recpetor de endotelina (p. €j., atrasentan, etc.), inhibidor de
proteasoma (p. ej., bortezomib, etc.), inhibidor de Hsp90 (p. ej., 17-AAG, etc.), espironolactona, minoxidil, 11a-
hidroxiprogesterona, inhibidor de la resorcion ésea/supresor de la metastasis 6sea (p. €j., acido zoledrénico, acido
alendronico, acido pamidrénico, acido etidrénico, acido ibandroénico, acido clodrénico), etc.

El uso combinado del compuesto de la presente invencién y un farmaco concomitante muestra los siguientes efectos
excelentes.

(1) La dosis se puede reducir en comparacion con la dosis cuando el compuesto de la presente invencion o un far-
maco concomitante se administra solo.

(2) Un farmaco administrado de forma concomitante con el compuesto de la presente invencion se puede seleccio-
nar dependiendo del estado (leve, grave, etc.) de un paciente.

(3) Se puede seleccionar un farmaco concomitante, cuyo mecanismo funcional es diferente del del compuesto de la
presente invencion, de modo que el periodo de tratamiento se programa de forma mas extensa.

(4) Se puede seleccionar un farmaco concomitante, cuyo mecanismo funcional es diferente del del compuesto de la
presente invencion, de modo que se pueden lograr efectos terapéuticos sostenidos.

(5) Se puede obtener un efecto sinérgico mediante el uso concomitante del compuesto de la presente invencion y un
farmaco concomitante.

Ademas, el compuesto de la presente invencién puede reducir los valores de testosterona a un nivel de castracion
inmediatamente después de la medicacién. Por tanto, cuando se utiliza el farmaco concomitante tal como un agonis-
ta de LH-RH (por ejemplo, acetato de goserelina, buserelina, leuprorelina etc.; con preferencia leuprorelina) en com-
binacién con el compuesto de la presente invencion, se pueden reducir los valores de testosterona a un nivel de
castracion inmediatamente después de la medicacion del compuesto de la presente invencion. Ademas, puesto que
el uso combinado del farmaco concomitante tal como un agonista de LH-RH (por ejemplo, acetato de goserelina,
buserelina, leuprorelina, etc.; con preferencia leuprorelina) y el compuesto de la presente invencion da lugar a una
conservacion prolongada del periodo dependiente de hormona, su uso puede resultar ventajoso.

En lo sucesivo, el uso combinado del compuesto de la presente invencion y el farmaco concomitante se denomina
"la preparacién combinada de la presente invencion"”.

Cuando se utiliza la preparaciéon combinada de la presente invencion, no se limita un periodo de dosificacion del
compuesto de la presente invencion y del farmaco concomitante; el compuesto de la presente invencion o su com-
posicion farmacéutica y el farmaco concomitante o su composicion farmacéutica se pueden administrar al sujeto de
forma simultanea o mediando ciertos intervalos de tiempo. La dosis del farmaco concomitante se puede modificar
segun la dosis utilizada clinicamente y se puede seleccionar de forma apropiada dependiendo del sujeto al que se
va a administrar, la via de administracion, la enfermedad, la combinacioén, etc.

Un modo de administracion de la preparacion combinada de la presente invenciéon no se limita de forma particular,
pero es suficiente que se utilice el compuesto de la presente invenciéon en combinacién con el farmaco concomitante
en el momento de la administracion. Para tal modo de administracion, se puede utilizar, por ejemplo, (1) la adminis-
tracion juntos al mismo tiempo de una forma de dosificacion simple obtenida mediante la mezcla del compuesto de
la presente invencion y el farmaco concomitante, (2) la administracion simultanea de dos formas de dosificacion
preparadas separadamente a partir del compuesto de la presente invencion y del farmaco concomitante a través de
la misma via de administracion, (3) la administracién de dos formas de dosificacion preparadas separadamente a
partir del compuesto de la presente invencion y del farmaco concomitante con ciertos intervalos de tiempo a través
de la misma via de administracion, (4) la administracion simultanea de dos formas de dosificacion preparadas sepa-
radamente a partir del compuesto de la presente invencién y del farmaco concomitante a través de diferentes vias
de administracion, (5) la administracion de dos formas de dosificacion preparadas separadamente a partir del com-
puesto de la presente invencion y del farmaco concomitante con ciertos intervalos de tiempo (por ejemplo, adminis-
tracion del compuesto de la presente invencién y del farmaco concomitante en este orden, o administraciéon en un
orden inverso) a través de diferentes vias de administracion, etc.

La preparacion combinada de la presente invencion tiene baja toxicidad y por lo tanto, se puede administrar de for-
ma segura por via oral o parenteral (por ejemplo, tépica, rectal, intravenosa, etc.), o en forma de preparaciones far-
maceéuticas tales como comprimidos (que incluyen grageas y comprimidos recubiertos), formas de dosificacion en
polvo, granulos, capsulas (que incluyen capsulas blandas), formas de dosificacion liquidas, inyecciones, suposito-
rios, formas de dosificacion de liberacion sostenida, etc., que se obtienen mediante la mezcla del compuesto de la
presente invencion o (y) el farmaco concomitante descrito con anterioridad con vehiculos farmacéuticamente acep-
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tables mediante métodos conocidos publicamente. Las formas de dosificacion inyectables se pueden administrar por
via intravenosa, intramuscular o subcutanea, en el 6rgano, o directamente en el foco.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, que se pueden utilizar en la fabricacién de la preparacion farmacéutica
de la presente invencion, incluyen varias sustancias vehiculo, organicas o inorganicas, utilizadas normalmente como
materiales para preparaciones farmacéuticas. Estas sustancias incluyen, por ejemplo, un excipiente, un lubricante,
un aglutinante y un agente disgregante en una forma de dosificacién solida, y un disolvente, un auxiliar de disolu-
cion, un agente de suspension, un agente de isotonicidad, un tampdn, un agente suavizante, etc., en una forma de
dosificacion liquida. Ademas, en caso de ser necesario, se pueden utilizar en cantidades apropiadas aditivos con-
vencionales tales como un agente conservante, un antioxidante, un colorante, un edulcorante, un adsorbente, un
humectante, etc.

Ejemplos de excipientes incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, almidén, almidén de maiz, celulosa cristalina, acido
silicico anhidro ligero, etc.

Ejemplos de lubricantes incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, talco, silice coloidal, etc.

Ejemplos de aglutinantes incluyen celulosa cristalina, sacarosa, D-manitol, dextrina, hidroxipropilcelulosa, hidroxi-
propilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, almidén, sacarosa, gelatina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, etc.

Ejemplos de agentes disgregantes incluyen almidén, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de calcio, almidon
carboximetilo de sodio, L-hidroxipropilcelulosa, etc.

Ejemplos de disolventes incluyen agua para inyecciones, alcohol, propilenglicol, Macrogol, aceite de sésamo, aceite
de maiz, aceite de oliva, etc.

Ejemplos de auxiliares de disolucion incluyen polietilenglicol, propilenglicol, D-manitol, benzoato de bencilo, etanol,
trisaminometano, colesterol, trietanolamina, carbonato de sodio, citrato de sodio, etc.

Ejemplos de agentes de suspension incluyen tensioactivos tales como esteariltrietanolamina, laurilsulfato de sodio,
aminopropionato de laurilo, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio, monoestearato de glicerina, etc.;
polimeros hidrdfilos tales como poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, etc.

Ejemplos de agentes isotonizantes incluyen glucosa, D-sorbitol, cloruro de sodio, glicerina, D-manitol, etc.
Ejemplos de tampones incluyen soluciones tamponadoras de un fosfato, acetato, carbonato, citrato, etc.
Ejemplos de agentes suavizantes incluyen alcohol bencilico, etc.

Ejemplos de conservantes incluyen p-hidroxibenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, acido
dehidroacético, acido sorbico, etc.

Ejemplos de antioxidantes incluyen un sulfito, acido ascérbico, a-tocoferol, etc.

En la preparacion combinada de la presente invencion, se puede seleccionar de forma apropiada una proporcion del
compuesto de la presente invencion y el farmaco concomitante, dependiendo del sujeto al que se va a administrar, la
via de administracion, la enfermedad, etc.

Por ejemplo, la cantidad del compuesto de la presente invencion contenida en la preparacion combinada de la pre-
sente invencién varia dependiendo de la forma de dosificacién de la preparaciéon, pero normalmente es de aproxi-
madamente 0,01 a 100% en peso, con preferencia de aproximadamente 0,1 a 50% en peso y con mas preferencia
de aproximadamente 0,5 a 20% en peso, tomando como base el peso total de la preparacion.

La cantidad de farmaco concomitante contenido en la preparaciéon combinada de la presente invencion varia depen-
diendo de la forma de dosificacion de la preparacion, pero normalmente es de aproximadamente 0,01 a 100% en
peso, con preferencia de aproximadamente 0,1 a 50% en peso y con mas preferencia de aproximadamente 0,5 a
20% en peso, tomando como base el peso total de la preparacion.

La cantidad de aditivos tales como un vehiculo, etc., contenidos en la preparacién combinada de la presente inven-
cion varia dependiendo de la forma de dosificacion de la preparacion, pero normalmente es de aproximadamente 1 a
99,99% en peso, con preferencia de aproximadamente 10 a 90% en peso, tomando como base el peso total de la
preparacion.

Estas cantidades pueden ser las mismas, también cuando el compuesto de la presente invencion y el farmaco con-
comitante se preparan de forma separada, respectivamente.

Estas preparaciones se pueden fabricar mediante métodos conocidos publicamente por si mismos, utilizados con-
vencionalmente en general.
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Por ejemplo, el compuesto de la presente invencién o el farmaco concomitante se pueden preparar en una forma de
dosificacion inyectable mediante formulacion con un agente dispersante (por ejemplo, Tween 80 (fabricado por Atlas
Powder Company, EE.UU.), HCO 60 (fabricado por Nikko Chemicals Co., Ltd.), polietilenglicol, carboximetil celulosa,
alginato de sodio, hidroxipropilmetil celulosa, dextrina, etc.), un estabilizante (por ejemplo, acido ascérbico, pirosulfito
de sodio), un agente tensioactivo (por ejemplo, polisorbato 80, macrogol, etc.), un agente solubilizante (por ejemplo,
glicerina, etanol, etc.), un agente tamponador (por ejemplo, acido fosférico o su sal de metal alcalino, acido citrico o
su sal de metal alcalino, etc.), un agente de isotonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio, cloruro de potasio, manitol,
sorbitol, glucosa, etc.), un agente de ajuste del pH (por ejemplo, acido clorhidrico, hidroxido de sodio, etc.), un con-
servante (por ejemplo, p-oxibenzoato de etilo, acido benzoico, metilparabeno, propilparabeno, alcohol bencilico,
etc.), un solubilizante (por ejemplo, glicerina concentrada, meglumina, etc.), un auxiliar de la disolucién (por ejemplo,
propilenglicol, sacarosa, etc.), un agente suavizante (por ejemplo, glucosa, alcohol bencilico, etc.), para preparar en
forma de una inyeccion acuosa; o mediante disolucion, suspension o emulsion con un aceite vegetal, tal como aceite
de oliva, aceite de sésamo, aceite de semilla de algodoén, aceite de maiz, etc., un auxiliar de disolucién tal como
propilenglicol o similares para preparar en forma de una inyeccion aceitosa.

Una forma de dosificacion oral se puede producir de manera convencional agregando al compuesto de la presente
invencion o al farmaco concomitante, por ejemplo, un excipiente (por ejemplo, lactosa, sacarosa, almidon, etc.), un
agente disgregante (por ejemplo, almidon, carbonato de calcio, etc.), un aglutinante (por ejemplo, almidén, goma
arabiga, carboximetil celulosa, polivinilpirrolidona, hidroxipropil celulosa, etc.), un lubricante (por ejemplo, talco, es-
tearato de magnesio, polietilenglicol 6000, etc.) y otros aditivos, comprimiendo la mezcla resultante y, en caso de ser
necesario, recubriendo el producto comprimido para los fines de enmascarar el sabor, degradacion entérica o libera-
cion sostenida mediante técnicas conocidas publicamente. Los agentes de recubrimiento para este fin incluyen, por
ejemplo, hidroxipropilmetil celulosa, etil celulosa, hidroximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, polioxietilenglicol,
Tween 80, Prulonic F68, ftalato acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetil celulosa, succinato acetato de hidro-
ximetil celulosa, Eudragit (fabricado por Rohm Company, Alemania, copolimero de acido metacrilico/acido acrilico) y
colorantes (por ejemplo, 6xido de hierro, diéxido de titanio). La forma de dosificacién oral puede ser una forma de
dosificacion de liberacion inmediata o una forma de dosificacion de liberacion sostenida.

Por ejemplo, en un supositorio, el compuesto de la presente invencién o el farmaco concomitante se prepara en una
composicion aceitosa o acuosa solida, semisélida o liquida mediante técnicas conocidas publicamente. Las bases
aceitosas utilizadas para la composicion descrita con anterioridad incluyen glicéridos de acidos grasos superiores
[por ejemplo, manteca de cacao, uitepsols (fabricados por Dynamite Nobel Company, Alemania), etc.], acidos grasos
moderados [por ejemplo, miglioles (fabricados por Dynamite Nobel Company, Alemania), etc.], aceites vegetales
(por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de soja, aceite de semilla de algoddn, etc.) y similares. Las bases acuosas
incluyen, por ejemplo, polietilenglicoles y propilenglicol. Las bases para geles acuosos incluyen, por ejemplo, gomas
naturales, derivados de celulosa, polimeros vinilicos, polimeros acrilicos, etc.

Ejemplos de la forma de dosificacion de liberacion sostenida anterior incluyen microcapsulas de liberacion sostenida
y similares.

Las microcapsulas de liberacion sostenida se pueden obtener mediante métodos conocidos publicamente, y con
preferencia se preparan en forma de, por ejemplo, una forma de dosificacion de liberacion sostenida mediante el
método [2] mostrado a continuacion y luego se administran.

Con preferencia, el compuesto de la presente invencion se prepara en una forma de dosificacion para administracion
oral tal como una forma de dosificacion sélida (por ejemplo, forma de dosificaciéon en polvo, granulos, comprimidos,
capsulas) o en una forma de dosificacion para administracion rectal tal como un supositorio, etc. En particular se
prefiere una forma de dosificaciéon para administracién oral.

El farmaco concomitante se puede preparar en la forma de dosificacién descrita con anterioridad, dependiendo del
tipo de farmaco.

A continuacion, se describira de forma especifica [1] una preparacion inyectable del compuesto de la presente in-
vencion o el farmaco concomitante y su produccion, [2] una preparacion de liberacion sostenida o de liberacion in-
mediata del compuesto de la presente invencion o del farmaco concomitante y su produccion y [3] una preparacion
disgregante sublingual, bucal u oral rapida oral del compuesto de la presente invencion o del farmaco concomitante
y su produccion.

[1] Preparacion Inyectable y su Produccion

Se prefiere una preparacion inyectable obtenida mediante la disolucién del compuesto de la presente invencion o del
farmaco concomitante en agua. La preparacion inyectable puede contener un benzoato y/o un salicilato.

La preparacion inyectable se obtiene mediante la disolucion del compuesto de la presente invencion o del farmaco
concomitante y opcionalmente un benzoato y/o un salicilato en agua.

Ejemplos del benzoato y/o salicilato descrito con anterioridad incluyen una sal de metal alcalino tal como sales de
sodio y potasio, etc., una sal de metal alcalinotérreo tal como sales de calcio y magnesio, etc., una sal de amonio,
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una sal de meglumina, una sal de un acido organico tal como trometamol, y similares.

La concentracion del compuesto de la presente invencion o del farmaco concomitante en la preparacion inyectable
es de aproximadamente 0,05 a 50% p/v, con preferencia de aproximadamente 0,3 a 20% p/v. La concentracion del
benzoato y/o salicilato es 0,5 a 50% p/v, con preferencia 3 a 20% p/v.

Ademas, aditivos utilizados generalmente en una preparacion inyectable, tales como un estabilizante (acido ascérbi-
co, pirosulfito de sodio, etc.), un agente tensioactivo (polisorbato 80, macrogol, etc.), un agente solubilizante (gliceri-
na, etanol, etc.), un agente tamponador (acido fosférico y su sal de metal alcalino, acido citrico y su sal de metal
alcalino, etc.), un agente de isotonicidad (cloruro de sodio, cloruro de potasio, etc.), un agente dispersante (hidroxi-
propilmetil celulosa, dextrina), un agente de ajuste del pH (por ejemplo, acido clorhidrico, hidroxido de sodio, etc.),
un conservante (por ejemplo, p-oxibenzoato de etilo, acido benzoico, etc.), un solubilizante (glicerina concentrada,
meglumina, etc.), un auxiliar de disolucion (por ejemplo, propilenglicol, sacarosa, etc.), un agente suavizante (gluco-
sa, alcohol bencilico, etc.) se afiaden de forma apropiada a la preparacion. Cualquiera de estos aditivos se afiade en
una cantidad empleada generalmente en una preparacion inyectable.

La preparacion inyectable se ajusta a un pH de 2 a 12, con preferencia de 2,5 a 8,0 mediante la adicion de un agen-
te de ajuste del pH.

La preparacion inyectable se obtiene mediante la disolucidon del compuesto de la presente invencion o del farmaco
concomitante y opcionalmente un benzoato y/o salicilato, y, en caso de ser necesario, los aditivos anteriores en
agua. Estos componentes se pueden disolver en cualquier orden segun la misma forma que se utiliza en una prepa-
racion inyectable convencional.

Con preferencia, se calienta una solucién acuosa para inyeccion, y se utiliza como una preparacion inyectable des-
pués de la esterilizacion mediante filtracion o sometiendo a autoclave como una preparacion inyectable convencio-
nal, para proporcionar una preparacion inyectable.

Con preferencia, una preparacion inyectable acuosa se somete a autoclave, por ejemplo, de 100 a 121°C durante 5
a 30 minutos.

Ademas, la preparacién puede estar en forma de solucién a la cual se imparte una actividad antibacteriana para
poder utilizarla como una forma de dosificacién multiple en dosis divididas.

[2] Preparacion de Liberacion Sostenida o de Liberacion Inmediata y su Produccion

Una preparacion preferida de liberacion sostenida comprende un nucleo que comprende el compuesto de la presen-
te invencion o el farmaco concomitante, que se recubre en forma opcional con un material no hidrosoluble o un poli-
mero hinchado. Por ejemplo, se prefiere una preparacion de liberacion sostenida para la administracion oral de una
forma de dosificacion una vez al dia.

Ejemplos de material no hidrosoluble utilizado para el agente de recubrimiento incluyen éteres de celulosa tales
como etil celulosa, butil celulosa, etc., ésteres de celulosa tales como acetato de celulosa, propionato de celulosa,
etc., poli(ésteres vinilicos) tales como poli(acetato de vinilo), poli(butirato de vinilo), etc., polimeros de acido acrilico
tales como un copolimero de acido acrilico/acido metacrilico, un copolimero de metacrilato de metilo, un copolimero
de metacrilato de etoxietilo/metacrilato de cinamoetilo/metacrilato de aminoalquilo, un poli(acido acrilico), un po-
li(dcido metacrilico), un copolimero de alquilamida y acido metacrilico, un poli(metacrilato de metilo), un polimetacri-
lato, un copolimero de metacrilato de aminoalquilo, un poli(anhidrido metacrilico), un copolimero de metacrilato de
glicidilo, en particular, una serie de Eudragits (Rohm & Pharma) tal como Eudragit RS-100, RL-100, RS-30D, RL-
30D, RL-PO y RS-PO (copolimero de acrilato de etilo/metacrilato de metilo/metacrilato de clorotrimetilo/etil amonio) y
Eudragit NE-30D (copolimero de metacrilato de metilo/acrilato de etilo), etc., aceites hidrogenados tales como aceite
de ricino hidrogenado (por ejemplo, LUBRI WAX (Freund Industrial Co., Ltd.), etc.), ceras tales como cera de car-
nauba, un éster de glicerina de acido graso, parafina, etc., ésteres de poliglicerina de acido graso, etc.

El polimero hinchado es con preferencia un polimero que tiene un grupo acido eliminable y muestra un hinchamiento
dependiente del pH, y se prefiere un polimero que tiene un grupo acido eliminable, que experimenta poco hincha-
miento a un pH acido, tal como el del estémago, pero que se hincha mucho a pH neutro, tal como en el intestino
grueso y delgado.

Ejemplos de un polimero de este tipo que tiene un grupo acido eliminable y muestra hinchamiento dependiente del
pH, incluyen un polimero entrelazado de poli(acido acrilico) tal como los Carbémeros 934P, 940, 941, 974P, 980,
1342, etc., policarbofilo y policarbofilo de calcio (fabricados por BF Goodrich Chemicals), Hivis Wakos 103, 104, 105
y 304 (fabricados todos por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), etc.

El agente de recubrimiento utilizado en la preparacion de liberacién sostenida puede contener ademas un material
hidrdfilo.

Ejemplos de material hidrofilo incluyen un polisacarido que puede tener un grupo sulfato, tal como pululano, dextrina,
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alginatos de metal alcalino, etc., un polisacarido que tiene un grupo hidroxialquilo o un grupo carboxialquilo tal como
hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa, carboximetilcelulosa sdédica, etc., metil celulosa, polivinilpirrolidona,
poli(alcohol vinilico), polietilenglicol, etc.

La cantidad de material no hidrosoluble contenido en el agente de recubrimiento de la preparacion de liberacion
sostenida es de aproximadamente 30 a aproximadamente 90% (p/p), con preferencia de aproximadamente 35 a
aproximadamente 80% (p/p), con mas preferencia de aproximadamente 40 a aproximadamente 75% (p/p), y el con-
tenido en polimero hinchado es de aproximadamente 3 a aproximadamente 30% (p/p), con preferencia de aproxi-
madamente 3 a aproximadamente 15% (p/p). El agente de recubrimiento puede contener ademas un material hidré-
filo y la cantidad de material hidréfilo contenido en el agente de recubrimiento es de aproximadamente 50% (p/p) o
menos, con preferencia de aproximadamente 5 a aproximadamente 40% (p/p), con mas preferencia de aproxima-
damente 5 a aproximadamente 35% (p/p). Segun se utiliza en la presente memoria, el % (p/p) anterior se entiende
que significa un % en peso tomando como base la composicién del agente de recubrimiento, que es el resto de la
solucion de agente de recubrimiento después de la eliminacidon de cualquier disolvente (por ejemplo, agua, un al-
cohol inferior tal como metanol, etanol, etc.).

La preparacion de liberacion sostenida se elabora mediante la preparacion de un nucleo que contiene un farmaco
como el ilustrado a continuacion, seguido por el recubrimiento del nucleo resultante con una solucidon de agente de
recubrimiento obtenida calentando-fundiendo un material no hidrosoluble o un polimero hinchado o mediante la
disolucion o dispersion de tal material en un disolvente.

I. Produccion del Nucleo que Contiene el Farmaco

La forma de un nucleo que contiene un farmaco que se va a recubrir con un agente de recubrimiento (a continuacion
simplemente denominado un nucleo) no esta limitada especificamente, pero con preferencia se prepara una forma
particular tal como granulos, granulos finos o similares.

Cuando el nucleo es de granulos o granulos finos, éstos tienen un tamarfio de particula medio de preferentemente
aproximadamente 150 a aproximadamente 2000 um, con mas preferencia de aproximadamente 500 a aproximada-
mente 1400 um.

El nucleo se puede preparar de forma convencional. Por ejemplo, un farmaco se mezcla con un excipiente, agluti-
nante, agente disgregante, lubricante, estabilizante apropiado, etc., y luego se somete a granulacién por extrusion
hdmeda, granulacién sobre un lecho fluidizado, o similares.

El contenido en farmaco en el ndcleo es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 95% (p/p), con preferencia de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 80% (p/p), con mas preferencia de aproximadamente 30 a aproximada-
mente 70% (p/p).

Ejemplos del excipiente contenido en el nucleo incluyen un sacarido tal como sacarosa, lactosa, manitol, glucosa,
etc., almidén, celulosa cristalina, fosfato de calcio, almidon de maiz, etc. Entre ellos, se prefieren celulosa cristalina y
almidén de maiz.

Ejemplos del aglutinante utilizado incluyen poli(alcohol vinilico), hidroxipropil celulosa, polietilenglicol, polivinilpirroli-
dona, Pluronic F68, goma arabiga, gelatina, almidon, etc. Ejemplos del agente disgregante incluyen carboximetil
celulosa de calcio (ECG505), croscarmelosa de sodio (Ac-Di-Sol), polivinilpirrolidona entrelazada (crospovidona),
hidroxipropil celulosa sustituida inferior (L-HPC), etc. Entre ellos, se prefieren hidroxipropil celulosa, polivinilpirrolido-
na e hidroxipropil celulosa poco sustituida. Ejemplos del lubricante y del anticoagulante incluyen talco, estearato de
magnesio y sus sales inorganicas, y ejemplos del lubricante incluyen polietilenglicol, etc. Ejemplos del estabilizante
incluyen un acido tal como acido tartarico, acido citrico, acido succinico, acido fumarico, acido maleico, etc.

Ademas de la técnica descrita con anterioridad, el nicleo se puede preparar mediante la utilizacion de otras técnicas
tales como una técnica de granulacién en tambor giratorio, una técnica de recubrimiento en plato giratorio, una téc-
nica de recubrimiento sobre un lecho fluidizado y una técnica de granulacién por fundicién, en donde un farmaco o
una mezcla del farmaco con un excipiente, un lubricante, etc. se agrega por porciones a particulas de un vehiculo
inerte, tales como semillas para el nucleo junto con vaporizacién de un aglutinante disuelto en un disolvente apro-
piado tal como agua, un alcohol inferior (por ejemplo, metanol, etanol, etc.) o similares. Ejemplos de las particulas de
un vehiculo inerte incluyen las preparadas a partir de sacarosa, lactosa, almidon, celulosa cristalina y ceras y, con
preferencia, estos vehiculos tienen un tamafno de particula promedio de aproximadamente 100 um a aproximada-
mente 1500 um.

Con el fin de separar el farmaco contenido en el nicleo de un agente de recubrimiento, la superficie del nucleo se
puede cubrir con un material protector. Ejemplos del material protector incluyen el material hidréfilo descrito con
anterioridad y un material no hidrosoluble. ElI material protector preferido es polietilenglicol o un polisacarido que
tiene un grupo hidroxialquilo o un grupo carboxialquilo, con mas preferencia, hidroxipropilmetil celulosa e hidroxipro-
pil celulosa. El material protector puede contener como estabilizante, un acido tal como acido tartarico, acido citrico,
acido succinico, acido fumarico, acido maleico, etc., y un lubricante tal como talco. Cuando se utiliza el material
protector, la cantidad que se va a recubrir del mismo es de aproximadamente 1 a aproximadamente 15% (p/p), con
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preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 10% (p/p), con mas preferencia de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8% (p/p) tomando como base el nucleo.

El material protector se puede recubrir mediante un método de recubrimiento convencional y especificamente, el
nucleo se recubre por vaporizacién con el material protector mediante una técnica de recubrimiento sobre lecho
fluidizado, una técnica de recubrimiento sobre un plato giratorio, etc.

II. Recubrimiento del Nucleo con un Agente de Recubrimiento

El ndcleo obtenido en el apartado | anterior se recubre con una solucién de agente de recubrimiento preparada me-
diante fusion en caliente del material no hidrosoluble y el polimero hinchado dependiente del pH descrito con anterio-
ridad y un material hidrofilo, o mediante la disolucion o dispersion de los mismos en un disolvente para obtener una
preparacion de liberacion sostenida.

Como un método de recubrimiento del ndcleo con la solucion del agente de recubrimiento se utiliza, por ejemplo, el
método de recubrimiento por vaporizacion, etc.

La proporcion de composicion del material no hidrosoluble, polimero hinchado y material hidréfilo en la solucion del
agente de recubrimiento se puede seleccionar apropiadamente para que esté dentro de las cantidades de los com-
ponentes respectivos contenidos en el recubrimiento.

La cantidad de agente de recubrimiento es de aproximadamente 1 a aproximadamente 90% (p/p), con preferencia
de aproximadamente 5 a aproximadamente 50% (p/p), con mas preferencia de aproximadamente 5 a aproximada-
mente 35% (p/p), tomando como base el nucleo (excluyendo el recubrimiento del material protector).

Como disolvente para la solucion de agente de recubrimiento, se pueden utilizar agua y un disolvente organico por
separado o como una mezcla de los mismos. Cuando se utiliza una mezcla, la proporcion de agua y de disolvente
organico (agua/disolvente organico: una proporcion en peso) puede variar dentro del intervalo de 1 a 100%, y con
preferencia de 1 a aproximadamente 30%. El disolvente organico no se limita de forma particular siempre que pueda
disolver el material no hidrosoluble, y ejemplos del disolvente incluyen un alcohol inferior tal como alcohol metilico,
alcohol etilico, alcohol isopropilo, alcohol n-butilico, etc., una alcanona inferior tal como acetona, acetonitrilo, cloro-
formo, cloruro de metileno, etc. En particular, se prefiere un alcohol inferior, siendo mas preferido alcohol etilico y
alcohol isopropilico. Agua y una mezcla de agua y un disolvente organico se utilizan con preferencia como disolven-
tes para la solucion del agente de recubrimiento. En este caso, se puede afiadir a la solucién del agente de recubri-
miento, en caso de ser necesario, un acido tal como acido tartarico, acido citrico, acido succinico, acido fumarico,
acido maleico, con el fin de estabilizar la solucidn del agente de recubrimiento.

Para llevar a cabo el recubrimiento mediante vaporizacion, el recubrimiento se puede realizar utilizando un método
de recubrimiento convencional. Especificamente, el nicleo se vaporiza con una solucién de agente de recubrimiento
mediante una técnica de recubrimiento sobre lecho fluidizado, una técnica de recubrimiento sobre un plato giratorio o
similares. En este momento, también se puede afadir un lubricante tal como talco, éxido de titanio, estearato de
magnesio, estearato de calcio, anhidrido silicico ligero, etc., y un plastificante tal como éster graso de glicerina, acei-
te de ricino endurecido, citrato de trietilo, alcohol cetilico, alcohol estearilico, etc.

Después del recubrimiento con un agente de recubrimiento, también se puede afiadir por mezcla, en caso de ser
necesario, un agente antiestatico tal como talco.

La preparacion de liberacion inmediata puede ser un liquido (solucién, suspension, emulsion, etc.) o un sélido (parti-
culas, pildoras, comprimidos, etc.). Se puede utilizar una preparacion oral y una preparacion parenteral tal como una
preparacion inyectable, y se prefiere una preparacion oral.

La preparacion de liberacion inmediata puede contener normalmente un vehiculo, aditivos y un excipiente (de aqui
en adelante abreviado como excipientes) que se utilizan de forma convencional en el campo farmacéutico, en adi-
cion a un farmaco que es un ingrediente activo. Los excipientes farmacéuticos no se limitan de forma especifica
siempre que sean excipientes que se utilizan en forma convencional en el campo farmacéutico. Ejemplos del exci-
piente para una preparacion oral sélida incluyen lactosa, almidén, almidén de maiz, celulosa cristalina (Avicel
PH101, fabricada por Asahi Kasei Corporation, etc.), azicar en polvo, azlicar granulado, manitol, anhidrido silicico
ligero, carbonato de magnesio, carbonato de calcio, L-cisteina, etc., siendo preferidos el almidén de maiz y el mani-
tol. Se puede emplear cualquiera de estos excipientes solo o en combinacién entre si. Las cantidades de los exci-
pientes son, por ejemplo, de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 99,4% p/p, con preferencia de aproximada-
mente 20 a aproximadamente 98,5% p/p, con mas preferencia de aproximadamente 30 a aproximadamente 97%
p/p, tomando como base el peso total de la preparacion de liberacion inmediata. El contenido en farmaco en la pre-
paracion de liberacion inmediata se puede seleccionar de forma apropiada a partir del intervalo de aproximadamente
0,5% a aproximadamente 95%, con preferencia de aproximadamente 1% a aproximadamente 60% para la cantidad
total de la preparacioén de liberacién inmediata.

Cuando la preparacion de liberacion inmediata es una preparacion solida oral, la preparacion contiene un agente
disgregante afiadido a los componentes descritos con anterioridad. Ejemplos del agente disgregante incluyen carbo-
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ximetilcelulosa de calcio (ECG505 fabricada por GOTOKU CHEMICAL Co., Ltd.), croscarmelosa de sodio (por ejem-
plo, Ac-Di-Sol fabricada por Asahi Kasei Corporation), crospovidona (por ejemplo, COLIDON CL fabricada por
BASF), hidroxipropil celulosa poco sustituida (Shin-Etsu chemical Co., Ltd.), carboximetil almidon (MATSUTANI
CHEMICAL INDUSTRY Co., Ltd.), carboximetil almidén sédico (EXORITAB fabricado por KIMURA SANGYO), almi-
doén a parcial (PCS fabricado por Asahi Kasei Corporation), etc. Por ejemplo, se puede utilizar el agente disgregante
que desintegra los granulos mediante la absorcion de agua o el hinchamiento después del contacto con agua, o
formando un canal entre el componente activo que comprende el nicleo y un excipiente. Cualquiera de estos agen-
tes disgregantes se pueden utilizar solos o combinados entre si. La cantidad de agente disgregante utilizado puede
seleccionarse de forma apropiada dependiendo del tipo y de la cantidad del farmaco utilizado o de una preparacion
particular, disefiada para la liberacion pretendida. Por ejemplo, la cantidad es de aproximadamente 0,05 a aproxima-
damente 30% p/p, con preferencia de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15% p/p, tomando como base el
peso total de la preparacion de liberacion inmediata.

Cuando la preparacién de liberacion inmediata es una preparacion sélida oral, puede contener en forma opcional
aditivos utilizados normalmente en una preparacion sélida, sumados a los componentes descritos con anterioridad.
Ejemplos de los aditivos incluyen aglutinantes (por ejemplo, sacarosa, gelatina, goma arabiga en polvo, metil celulo-
sa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa, carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, pululano, dextrina,
etc.), lubricantes (polietilenglicol, estearato de magnesio, talco, anhidrido silicico ligero (por ejemplo, aerosil (NIP-
PON AEROSIL)), agentes tensioactivos (por ejemplo, agentes tensioactivos anidnicos tal como alquilsulfato de so-
dio, agentes tensioactivos no idnicos tales como ésteres grasos de polioxietileno, ésteres grasos de polioxietilen
sorbitan, derivados del aceite de ricino polioxietilenado, etc.), colorantes (por ejemplo, colorantes de alquitran, cara-
melo, colcotar, 6xido de titanio, riboflavinas), en caso de ser necesario, correctores (por ejemplo, edulcorantes, sabo-
rizantes, etc.), adsorbentes, conservantes, agentes humectantes, agentes antiestaticos, etc. Ademas, también se
puede afadir como estabilizante un acido organico tal como acido tartarico, acido citrico, acido succinico, acido
fumarico, acido maleico o similares.

Como el aglutinante anterior, se utilizan con preferencia hidroxipropil celulosa, polietilenglicol y polivinilpirrolidona,
etc.

La preparacion de liberacion inmediata se puede preparar mezclando los componentes descritos con anterioridad y
amasando la mezcla, en caso de ser necesario, y luego moldeandola de acuerdo con una técnica convencional para
dar forma a preparaciones farmacéuticas. La mezcla anterior se puede preparar de forma convencional, por ejemplo,
mezclando, amasando, etc. Especificamente, cuando la preparacion de liberacion inmediata esta en forma de parti-
culas, la preparacion se puede preparar mezclando los componentes con un granulador vertical, un amasador multi-
funcional (fabricado por HATA IRON WORKS CO., LTD), un granulador de lecho fluidizado FD-5S (fabricado por
POWREX CORPORATION) o similares, y luego granulando el resultado mediante granulacion por extrusion humeda
o granulacién sobre lecho fluidizado, mediante una técnica similar a la que se utiliza para preparar el nucleo de la
preparacion de liberacion sostenida descrita con anterioridad.

La preparacion de liberacion inmediata y la preparacion de liberacion sostenida asi obtenidas pueden derivar en
compuestos como tales, o, junto con excipientes farmacéuticamente apropiados, en preparaciones farmacéuticas,
separadamente de forma convencional, para preparar preparaciones respectivas para administrar combinadas entre
si de forma simultanea o mediando ciertos intervalos de tiempo. Alternativamente, ambas preparaciones pueden
derivar en compuestos para una forma de dosificacion simple para administracién oral (por ejemplo, granulos, granu-
los finos, comprimidos, capsulas) como tales, o, junto con excipientes farmacéuticamente apropiados. Ambas prepa-
raciones en forma de granulos o granulos finos se pueden cargar también en una capsula simple para administra-
cion oral.

[3] Preparacion Sublingual, Bucal u Oral de Desintegracion Rapida y su Produccion

Una preparacion sublingual, bucal u oral de desintegracion rapida puede existir en forma de una preparacion sélida
tal como un comprimido, o en forma de un parche mucoso oral (pelicula) o una pelicula de desintegracion oral.

La preparacion sublingual, bucal u oral de desintegracion rapida es con preferencia una preparacion que contiene el
compuesto de la presente invencion o el farmaco concomitante y un excipiente. La preparacion también puede con-
tener agentes auxiliares tales como un agente lubricante, un agente de isotonicidad, un vehiculo hidréfilo, un polime-
ro hidrodispersable, un estabilizante, etc. Ademas para los fines de promover la absorcion y aumentar la biodisponi-
bilidad, la preparacién también puede contener derivados de B-ciclodextrina o derivados de [-ciclodextrina (por
ejemplo, hidroxipropil-B-ciclodextrina, etc.), y similares.

Ejemplos del excipiente anterior incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, almidon, celulosa cristalina, anhidrido silicico
ligero, etc. Ejemplos del lubricante incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, talco, silice coloidal, etc.,
siendo preferidos estearato de magnesio y silice coloidal. Ejemplos del agente de isotonicidad incluyen cloruro de
sodio, glucosa, fructosa, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa, glicerina y urea, siendo preferido en particular el mani-
tol. Como vehiculo hidréfilo, se encuentran, por ejemplo, un vehiculo hidréfilo de hinchamiento tal como celulosa
cristalina, etil celulosa, polivinilpirrolidona entrelazada, anhidrido silicico ligero, acido silicico, fosfato de dicalcio,
carbonato de calcio, etc., siendo preferida la celulosa cristalina (por ejemplo, celulosa microcristalina, etc.). Como
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polimero hidrodispersable, se encuentran, por ejemplo, una goma (por ejemplo, goma tragacanto, goma acacia,
goma guar), alginato (por ejemplo, alginato de sodio), derivados de celulosa (por ejemplo, metil celulosa, carboxime-
tilcelulosa, hidroximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa), gelatina, almidén hidrosoluble,
poli(acido acrilico) (por ejemplo, carbémero), poli(acido metaacrilico), poli(acido vinilico), polietilenglicol, polivinilpirro-
lidona, policarbofilo, ascorbato, sales de palmitato, etc., prefiriéndose hidroxipropilmetil celulosa, poli(acido acrilico),
alginato, gelatina, carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y polietilenglicol. Se prefiere en particular la hidroxipropil-
metil celulosa. Como estabilizante, se encuentra, por ejemplo, cisteina, tiosorbitol, acido tartarico, acido citrico, car-
bonato de sodio, acido ascérbico, glicina, sulfito de sodio, etc., siendo particularmente preferidos el acido citrico y el
acido ascérbico.

La preparacion sublingual, bucal u oral de desintegracion rapida se puede preparar mezclando el compuesto de la
presente invencion o el farmaco concomitante y un excipiente mediante un método conocido por si mismo. Ademas,
si se desea, también se pueden mezclar por adicion los agentes auxiliares descritos con anterioridad, tal como el
agente lubricante, el agente isotonizante, el vehiculo hidrofilo, el polimero hidrodispersable, el estabilizante, el colo-
rante, el edulcorante, el conservante, etc. Después de mezclar los componentes descritos con anterioridad de forma
simultanea o mediando ciertos intervalos de tiempo, la mezcla se comprime en comprimidos para obtener el com-
primido sublingual, bucal u oral de desintegracion rapida. Con el fin de obtener una dureza apropiada, se puede
utilizar un disolvente tal como agua, un alcohol, etc. para hidratar o humedecer los componentes antes o después de
formar los comprimidos, seguido de un secado.

Para preparar el parche mucoso oral (pelicula), el compuesto de la presente invencion o el farmaco concomitante y
el polimero hidrodispersable (con preferencia, hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa), excipiente, etc.,
descritos con anterioridad se disuelven en un disolvente tal como agua, etc. y luego la solucidn resultante se vierte
en forma de pelicula. Ademas, se pueden afiadir a la preparacion aditivos tales como un agente plastificante, un
estabilizante, un antioxidante, un conservante, un colorante, un agente tamponador, un edulcorante, etc. Se puede
afadir un glicol tal como polietilenglicol, propilenglicol, etc. para impartir una elasticidad apropiada a una pelicula, y
también se puede afadir un polimero bioadhesivo (por ejemplo, policarbofilo, carbopol) para aumentar la adhesion
de la pelicula al revestimiento de la mucosa oral. El vertido se puede realizar vertiendo una solucién sobre una su-
perficie no adhesiva, esparciendo la solucion utilizando un sistema de recubrimiento tal como una cuchilla raspadora,
con un grosor uniforme (con preferencia, aproximadamente 10 a 1000 micrones), y luego secando la solucién para
formar una pelicula. La pelicula asi formada se seca a temperatura ambiente o mientras que se calienta, y luego se
corta en piezas, teniendo cada una un area de superficie deseada.

Una preparacion oral de desintegracion rapida preferida es, por ejemplo, una preparacion de difusion rapida en for-
ma de malla sélida, que comprende el compuesto de la presente invencion o el farmaco concomitante y el vehiculo
hidrosoluble o hidrodifusible inerte para el compuesto de la presente invencion o el farmaco concomitante. La malla
se forma mediante la sublimacién de un disolvente procedente de la composicién sélida que comprende una solu-
cion del compuesto de la presente invencién o del farmaco concomitante en un disolvente apropiado.

Ademas del compuesto de la presente invencion o del farmaco concomitante, la composicién de la preparacion oral
de desintegracion rapida puede contener con preferencia un agente formador de matriz y componentes secundarios.

Ejemplos del agente formador de matriz incluyen gelatinas, dextrinas y proteinas animales o vegetales procedentes
de semilla de soja, trigo, psilium, etc.; materiales pegajosos tales como goma arabiga, goma guar, agar, goma de
xantano, etc.; polisacaridos; alginatos; carboximetilcelulosas; carragenanos; dextrinas; pectinas; polimeros sintéticos
tales como polivinilpirrolidonas; materiales derivados de complejos de gelatina-goma arabiga, etc. El agente forma-
dor de matriz ademas incluye sacaridos tales como manitol, dextrosa, lactosa, galactosa, trehalosa, etc.; sacaridos
ciclicos tales como ciclodextrinas, etc.; sales inorganicas tales como fosfato de sodio, cloruro de sodio, silicato de
aluminio, etc.; aminoacidos que tienen de 2 a 12 atomos de carbono tales como glicina, L-alanina, acido L-aspartico,
acido L-glutamico, L-hidroxiprolina, L-isoleucina, L-leucina, L-fenilalanina, etc.

Antes de la solidificacion se pueden incorporar en una solucién o una suspension uno o varios agentes formadores
de matriz. Los agentes formadores de matriz pueden estar presentes en adicion a un agente tensioactivo, o pueden
estar presentes en ausencia de un agente tensioactivo. Los agentes formadores de matriz no sirven Unicamente
para formar una matriz en si, sino que también ayudan a mantener la difusion del compuesto de la presente inven-
cion o del farmaco concomitante en la solucién o suspension.

La composicion puede contener un componente secundario tal como un agente conservante, un antioxidante, un
agente tensioactivo, un agente espesante, un colorante, un agente de ajuste del pH, un saborizante, un edulcorante,
un agente para enmascarar el sabor, etc. Como colorante apropiado, se puede utilizar, por ejemplo, 6xido de hierro
rojo, negro y amarillo, colorantes FD & C disponibles en ERIS & EVERALD tales como FD & C Azuln°2y FD & C
Rojo n° 40, etc. Ejemplos del saborizante preferido incluyen saborizante de menta, frambuesa, regaliz, naranja, li-
moén, pomelo, caramelo, vainilla, cereza, uva y una combinacion de los mismos. Ejemplos de agentes apropiados
para el ajuste del pH incluyen acido citrico, acido tartarico, acido fosforico, acido clorhidrico y acido maleico. Ejem-
plos de edulcorante apropiado incluyen aspartamo, acesulfamo K y taumatina. Ejemplos de agente enmascarador
del sabor apropiado incluyen bicarbonato de sodio, resinas de intercambio iénico, compuestos de inclusion de ci-
clodextrina, adsorbentes y apomorfina microencapsulada.
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La preparacion contiene generalmente el compuesto de la presente invenciéon o el farmaco concomitante en una
cantidad de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50% en peso, con preferencia de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 30% en peso y con preferencia la preparacion (el comprimido sublingual, bucal, etc. descrito con
anterioridad) permite la disoluciéon en agua del 90% o mas del compuesto de la presente invencién o del farmaco
concomitante en un periodo de tiempo de aproximadamente 1 a aproximadamente 60 minutos, con preferencia de
aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 15 minutos, con mas preferencia de aproximadamente 2 minutos a
aproximadamente 5 minutos, o es una preparacion oral de desintegracion rapida que se desintegra al cabo de apro-
ximadamente 1 a aproximadamente 60 segundos, con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30
segundos, con mas preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 segundos, después de haber sido
colocada en la cavidad oral.

La cantidad del excipiente anterior es de aproximadamente 10 a aproximadamente 99% en peso, con preferencia de
aproximadamente 30 a aproximadamente 90% en peso, tomando como base el peso total de la preparacion. La
cantidad de B-ciclodextrina o de derivado de B-ciclodextrina es de aproximadamente 0 a aproximadamente 30% en
peso, tomando como base el peso total de la preparacion. La cantidad de lubricante es de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 10% en peso, con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 5% en peso, tomando
como base el peso total de la preparacion. La cantidad del agente de isotonicidad es de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 90% en peso, con preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente 70% en peso, toman-
do como base el peso total de la preparacioén. La cantidad del vehiculo hidréfilo es de aproximadamente 0,1 a apro-
ximadamente 50% en peso, con preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente 30% en peso, tomando
como base el peso total de la preparacion. La cantidad del polimero hidrodispersable es de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 30% en peso, con preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente 25% en peso, toman-
do como base el peso total de la preparacion. La cantidad de estabilizante es de aproximadamente 0,1 a aproxima-
damente 10% en peso, con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 5% en peso, tomando como
base el peso total de la preparacion. En caso de ser necesario, la preparacion descrita con anterioridad puede con-
tener ademas aditivos tales como un colorante, un edulcorante, un conservante, etc.

Una dosis de las preparaciones combinadas de la presente invencion varia dependiendo del tipo del compuesto de
la presente invencioén, de la edad, el peso corporal, las afecciones, la forma de dosificacion, la via de administracion,
el periodo de dosificacion, etc.

Una dosis del compuesto de la presente invencion puede variar dependiendo del sujeto al que se va a administrar, el
organo diana, las afecciones, la via de administracion, etc. y en una administracion oral, el compuesto se administra
en general al paciente (de 60 kg de peso corporal) con cancer en una dosis diaria de aproximadamente 0,01 a apro-
ximadamente 100 mg, con preferencia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 mg y con mas preferencia
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 mg. En la administracion parenteral, una dosis simple del compues-
to puede variar dependiendo del sujeto al que se va a administrar, el 6rgano diana, las afecciones, la via de adminis-
tracion, etc. y en forma de una dosis inyectable, es ventajoso administrar el compuesto en forma intravenosa al pa-
ciente (de 60 kg de peso corporal) con cancer, en general en una dosis diaria de aproximadamente 0,001 a aproxi-
madamente 30 mg, con preferencia de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg, y con mas preferencia de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg. Para otras especies animales, la dosis correspondiente se puede
administrar convertida de un peso de 60 kg. Por supuesto, la dosis puede variar dependiendo de las afecciones
individuales descritas con anterioridad; en tal caso, puede ser suficiente una dosis menor que la dosis proporcionada
con anterioridad, o se puede utilizar una dosis superior al intervalo dado con anterioridad.

Es posible fijar cualquier intervalo de una dosis para el farmaco concomitante, mientras que no cause efectos se-
cundarios adversos. Una dosis diaria del farmaco concomitante puede variar dependiendo de la gravedad de la
enfermedad, edad, sexo, peso corporal y susceptibilidad del sujeto, periodo e intervalos de dosificacion, caracteristi-
cas, formulacién, tipo y componentes activos de la preparacion farmacéutica, etc. y no se limita de forma particular.
Por ejemplo, en una administracion oral, la dosis es de aproximadamente 0,001 a 2000 mg, con preferencia de
aproximadamente 0,01 a 500 mg, y con mas preferencia de aproximadamente 0,1 a 100 mg por kg de peso corporal
de mamiferos en términos de un farmaco; normalmente, esta dosis se administra dividida en 1 a 4 veces al dia.

Cuando se administran las preparaciones farmacéuticas de la presente invencion, se pueden administrar de forma
concomitante. Alternativamente, en primer lugar se administra el farmaco concomitante y luego el compuesto de la
presente invencion, o se administra en primer lugar el compuesto de la presente invencion y luego el farmaco con-
comitante. Cuando se administran mediando ciertos intervalos de tiempo, los intervalos varian dependiendo del
componente activo que se va a administrar, la forma de dosificacion y la via de administracion; por ejemplo, cuando
se administra en primer lugar el farmaco concomitante, el compuesto de la presente invencion se puede administrar
dentro del intervalo de 1 minuto a 3 dias, con preferencia de 10 minutos a 1 dia, con mas preferencia de 15 minutos
a 1 hora después de la administracion del farmaco concomitante. Cuando se administra en primer lugar el compues-
to de la presente invencion, el farmaco concomitante se puede administrar dentro del intervalo de 1 minuto a 1 dia,
con preferencia de 10 minutos a 6 horas, con mas preferencia de 15 minutos a 1 hora después de la administracion
del compuesto de la presente invencion.

Como método preferido de administracion, por ejemplo, se administra de forma oral desde aproximadamente 0,001
a 200 mg/kg del farmaco concomitante en forma de una preparacion de dosificacion oral y después de aproximada-
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mente 15 minutos, se administra de forma parenteral como una dosis diaria de aproximadamente 0,005 a 0,5 mg/kg
el compuesto de la presente invencién en forma de una preparacion parenteral.

Como metastinas se utilizan, por ejemplo, la metastina humana descrita en el documento WO 00/24890, la metasti-
na de ratén o rata descrita en el documento WO 01/75104, etc.

Ejemplos especificos de metastina humana incluyen un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 47-54
en el extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 y que consiste en 8 a 54
residuos de aminoacidos, y similares.

El "péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 47-54 en el extremo N-terminal en la secuencia de aminoa-
cidos representada por SEQ ID NO: 1 y que consiste en 8 a 54 residuos de aminoacidos" puede ser cualquier pépti-
do, con la condicién de que sea un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 47-54 en el extremo N-
terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 y que consiste en 8 a 54 residuos de ami-
noacidos, pero significa que estos péptidos tienen sustancialmente la misma actividad fisioldgica (por ejemplo, una
actividad de unioén al receptor, una accién de transduccién de sefales, una acciéon de aumento del nivel de azucar,
una accion estimulante de la secrecion de glucagén pancreatico, una accion que favorece la formacion de orina,
etc.). Especificamente, se utiliza (i) un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
1, (ii) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 47-54 en el extremo N-terminal en la secuencia de
aminoacidos en el extremo C-terminal representada por SEQ ID NO: 1 y que consiste en 8 a 15 residuos de aminoa-
cidos, etc.

Mas especificamente, la metastina humana utilizada incluye (i) un péptido que consiste en la secuencia de aminoa-
cidos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 54 (1-54)), (ii) un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos 40-54 en el extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (me-
tastina humana 15 (40-54); SEQ ID NO: 15), (iii) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 45-54 en
el extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 10 (45-
54); SEQ ID NO: 16), (iv) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 46-54 en el extremo N-terminal en
la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 9 (46-54); SEQ ID NO: 17), (v) un
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 47-54 en el extremo N-terminal en la secuencia de aminoaci-
dos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 8 (47-54); SEQ ID NO: 18), etc.

Como metastina de ratdon (A), se utiliza, por ejemplo, (i) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos
134-141 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3 y que consiste en 8
a 52 residuos de aminoacidos. Ejemplos especificos de la metastina de ratén (A) utilizada incluyen (i) un péptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos 90-141 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos represen-
tada por SEQ ID NO: 3, (ii) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 132-141 del extremo N-terminal
en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3, (iii) un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos 127-141 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3, y
similares.

Como metastina de ratén (B), se utiliza, por ejemplo, (i) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
138-145 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 5 y que consiste en 8
a 52 residuos de aminoacidos. Ejemplos especificos de la metastina de raton (B) utilizada incluyen un péptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos 94-145 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos represen-
tada por SEQ ID NO: 5, y similares. Como metastina de rata, se utiliza, por ejemplo, (i) un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos 112-119 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 7 y que consiste en 8 a 52 residuos de aminoacidos. Ejemplos especificos de la metastina de rata utilizada
incluyen (i) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 68-119 del extremo N-terminal en la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 7, (ii) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 110-
119 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 7, (iii) un péptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos 105-119 del extremo N-terminal en la secuencia de aminoacidos represen-
tada por SEQ ID NO: 7, y similares.

A lo largo de la memoria descriptiva, las metastinas se representan de acuerdo con el modo convencional de des-
cripcion de péptidos, es decir, el extremo N-terminal (amino terminal) en el lado izquierdo y el extremo C-terminal
(carboxilo terminal) en el lado derecho. En el péptido representado por SEQ ID NO: 1, el extremo C-terminal puede
presentarse en cualquier forma entre un grupo carboxilo (-COOH), un carboxilato (-COO’), una amida (-CONHz) y un
éster (-COOR). En este documento, los ejemplos de R del grupo éster o alquilamida incluyen un grupo alquilo C1 tal
como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, etc.; un grupo cicloalquilo Cs.s tal como ciclopentilo, ciclohexilo, etc.;
un grupo arilo Ce.12 tal como fenilo, a-naftilo, etc.; un grupo aralquilo C7.14 tal como un grupo fenil-alquilo C+-2, por
ejemplo, bencilo, fenetilo, etc., o un grupo a-naftil-alquilo C1., tal como a-naftilmetilo, etc.; un grupo pivaloiloximetilo,
que se utilizan ampliamente como un éster para uso oral, y similares.

Ademas, las metastinas incluyen péptidos, en donde el grupo amino en el residuo de metionina del extremo N-
terminal se protege con un grupo protector (por ejemplo, un grupo acilo C4 tal como un grupo alcanoilo Cs., por
ejemplo, un grupo formilo, grupo acetilo, etc.); aquellos en donde la region en el extremo N-terminal se escinde in
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vivo y el grupo glutamilo formado de este modo esta piroglutaminado; aquellos en donde un sustituyente (por ejem-
plo, -OH, -SH, grupo amino, grupo imidazol, grupo indol, grupo guanidino, etc.) en la cadena lateral de un aminoaci-
do en la molécula se protege con un grupo protector apropiado (por ejemplo, un grupo acilo C.¢ tal como un grupo
alcanoilo Cys, por ejemplo, un grupo formilo, grupo acetilo, etc.), o péptidos conjugados tales como glicopéptidos
unidos a cadenas de azucar.

Para las sales de la metastina de la presente invencion, se prefieren sales con bases fisiologicamente aceptables
(por ejemplo, sales de metales alcalinos) o acidos (por ejemplo, acidos organicos o acidos inorganicos), etc., en
especial se prefieren sales de adicion de acido fisiolégicamente aceptables. Ejemplos de tales sales incluyen sales
con, por ejemplo, acidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido fosférico, acido bromhidrico, acido sulfuri-
co); sales con acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido formico, acido propionico, acido fumarico, acido
maleico, acido succinico, acido tartarico, acido citrico, acido malico, acido oxalico, acido benzoico, acido metanosul-
fénico, acido benzosulfénico) y similares.

Como ADNs que codifican metastinas, se utilizan, por ejemplo, ADNs que codifican metastina humana descrita en el
documento WO 00/24890, ADNs que codifican metastina de rata o raton descrita en el documento WO 01/75104,
etc.

Los ADNs que codifican las metastinas pueden ser cualquiera entre ADN genémico, genoteca de ADN gendmico,
ADNCc derivado de las células y tejidos descritos con anterioridad, genoteca de ADNc derivado de las células y teji-
dos descritos con anterioridad y ADN sintético. El vector que se va a utilizar para la genoteca puede ser cualquiera
entre bacteridfago, plasmido, cdsmido y fagémido. EI ADN también se puede amplificar de forma directa mediante
reaccion en cadena de la polimerasa y transcriptasa inversa (de aqui en adelante abreviada como RT-PCR) utilizan-
do el ARN total o una fraccion de ARNm preparada a partir de las células y tejidos descritos con anterioridad.

El ADN que codifica metastina humana, precursor de metastina de ratén (A), precursor de metastina de raton (B) o
precursor de metastina de rata puede ser cualquier ADN, con la condicién de que cada uno sea un ADN que contie-
ne una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8, oun
ADN que tiene una secuencia de bases que se puede hibridar con la secuencia de bases representada por cualquier
secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8 en condiciones
muy rigurosas y que codifiqgue la metastina humana, metastina de ratén (A), metastina de ratén (B) o metastina de
rata descritas con anterioridad.

Ejemplos especificos del ADN que se puede hibridar con la secuencia de bases representada por cualquiera entre
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8 incluyen ADNs que contienen una secuencia de bases
que tiene al menos aproximadamente 70% de homologia, con preferencia al menos aproximadamente 80% de ho-
mologia, con mas preferencia al menos aproximadamente 90% de homologia y con la mayor preferencia al menos
aproximadamente 95% de homologia con la secuencia de bases representada por cualquiera entre SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 0 SEQ ID NO: 8.

La homologia en la secuencia de bases se puede medir empleando el algoritmo de puntuacién por homologia NCBI
BLAST (National Center for Biotechnology Information Basic Local Alignment Search Tool) con las siguientes condi-
ciones (un valor de expectativa = 10; se permiten huecos; filtrado = ACTIVADO; puntuaciéon de apareamiento = 1;
puntuacion de apareamiento erréneo = -3).

La hibridacién se puede realizar mediante métodos conocidos publicamente por si mismos o mediante modificacio-
nes de estos métodos, por ejemplo, segun el método descrito en Molecular Cloning, 2° (J. Sambrook et al., Cold
Spring Harbor Lab. Press, 1989). También se puede utilizar una genoteca comercialmente disponible, segun las
instrucciones adjuntas al protocolo del fabricante. Con preferencia, la hibridacion se puede realizar en condiciones
muy rigurosas.

Las condiciones muy rigurosas utilizadas en la presente memoria son, por ejemplo, las de una concentraciéon de
sodio de aproximadamente 19 a 40 mM, con preferencia de aproximadamente 19 a 20 mM a una temperatura de
aproximadamente 50 a 70°C, con preferencia de aproximadamente 60 a 65°C. En particular, son mas preferidas las
condiciones de hibridacién con una concentracion de sodio de aproximadamente 19 mM a una temperatura de apro-
ximadamente 65°C.

Especificamente, como ADN que codifica la metastina humana que consiste en la secuencia de aminoacidos repre-
sentada por SEQ ID NO: 1, se utiliza el ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 2.
Por consiguiente, para la secuencia de bases que codifica la metastina humana que consiste en las diferentes se-
cuencias de aminoacidos descritas con anterioridad, se puede seleccionar una secuencia de bases correspondiente
a cada una de las secuencias de aminoacidos parciales en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 1, a partir de la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 2.

Como ADN que codifica el precursor de la metastina de ratén (A) que comprende la secuencia de aminoacidos re-
presentada por SEQ ID NO: 3, se emplea un ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID
NO: 4 y similares. Por consiguiente, para la secuencia de bases que codifica el precursor de la metastina de raton
(A) que consiste en las diversas secuencias de aminoacidos descritas con anterioridad, se puede seleccionar una
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secuencia de bases correspondiente a cada una de las secuencias de aminoacidos parciales en la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3, a partir de la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 4.

Como ADN que codifica el precursor de la metastina de ratén (B) que comprende la secuencia de aminoacidos re-
presentada por SEQ ID NO: 5, se emplea un ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID
NO: 6 y similares. Por consiguiente, para la secuencia de bases que codifica el precursor de la metastina de raton
(B) que comprende varias secuencias de aminoacidos descritas con anterioridad, se puede seleccionar una secuen-
cia de bases correspondiente a cada una de las secuencias de aminoacidos parciales en la secuencia de aminoaci-
dos representada por SEQ ID NO: 5, a partir de la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 6.

Como ADN que codifica la metastina de rata que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 7, se emplea un ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 8 y similares. Por
consiguiente, para la secuencia de bases que codifica la metastina de rata que consiste en las diversas secuencias
de aminoacidos descritas con anterioridad, se puede seleccionar una secuencia de bases correspondiente a cada
una de las secuencias de aminoacidos parciales en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 7, a
partir de la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 8.

Mas especificamente, para el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1
(metastina humana 54 (1-54)), se utiliza un ADN que contiene la secuencia de bases representada por SEQ ID NO:
2, etc.

Para el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 40-54 del extremo N-terminal en la secuencia de ami-
noacidos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 15 (40-54); SEQ ID NO: 15), se utiliza un ADN que
contiene la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 19, etc.

Para el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 45-54 del extremo N-terminal en la secuencia de ami-
noacidos representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 10 (45-54); representada por SEQ ID NO: 16), se
utiliza un ADN que contiene la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 20, etc.

Para el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 46-54 del extremo N-terminal en la secuencia de ami-
noacido representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 9 (46-54); representada por SEQ ID NO: 17), se utiliza
un ADN que contiene la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 21, etc.

Para el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 47-54 del extremo N-terminal en la secuencia de ami-
noacido representada por SEQ ID NO: 1 (metastina humana 8 (47-54); representada por SEQ ID NO: 18), se utiliza
un ADN que contiene la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 22, etc.

Como receptor de metastina, se utilizan sus péptidos parciales o sales de los mismos, por ejemplo, un receptor de la
metastina humana, sus péptidos parciales o sales de los mismos descritos en el documento WO 00/24890, un re-
ceptor de la metastina de ratén o rata, sus péptidos parciales o sales de los mismos descritos en el documento WO
01/75104, etc.

Especificamente, como receptor de metastina se utiliza una proteina que comprende la misma o sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11
o0 SEQ ID NO: 13.

La secuencia de aminoacidos que es sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la representada por
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13 incluye, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos aproximadamente 70% de homologia, con preferencia al menos aproximadamente 80% de homologia, con
mas preferencia al menos aproximadamente 90% de homologia y con la mayor preferencia al menos aproximada-
mente 95% de homologia con la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o0 SEQ
ID NO: 13.

La homologia de las secuencias de aminoacidos se puede determinar utilizando el algoritmo de puntuacién por ho-
mologia NCBI BLAST (National Center for Biotechnology Information Basic Local Alignment Search Tool) con las
siguientes condiciones (un valor de expectativa = 10; se permiten los huecos; matriz = BLOSUMG62; filtrado = DES-
ACTIVADO).

Como proteina que comprende sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de aminoaci-
dos representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13, se prefiere una proteina que tenga sustan-
cialmente la misma secuencia de aminoacidos que la representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID
NO: 13 y que tenga una actividad de la misma naturaleza que la de una proteina que tiene una secuencia de ami-
nodcidos representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 0 SEQ ID NO: 13, etc.

Como actividad de sustancialmente la misma naturaleza, se puede nombrar, por ejemplo, una actividad de union al
ligando, una actividad de transduccion de sefales y similares. La "misma naturaleza sustancialmente" se entiende
que significa que la naturaleza de estas actividades es equivalente en términos de calidad. Por tanto, las actividades
tales como la actividad de union al ligando, la actividad de transduccion de sefiales, etc. son con preferencia equiva-
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lentes (por ejemplo, de aproximadamente 0,01 a 100 veces, con preferencia de aproximadamente 0,5 a 10 veces,
con mas preferencia 0,5 a 2 veces), pero pueden estar presentes y se permiten diferencias en factores cuantitativos
tales como un nivel de estas actividades, o tal como un peso molecular de la proteina.

Las actividades tales como una actividad de unién al ligando, una actividad de transduccion de sefiales, etc., se
pueden someter a ensayo mediante métodos conocidos publicamente por si mismos, con modificaciones y se pue-
den determinar de acuerdo con métodos para determinar un ligando o métodos de escrutinio descritos, por ejemplo,
en los documentos WO 00/24890 o WO 01/75104.

Ejemplos del receptor de metastina utilizado incluyen proteinas que comprenden (i) la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13, de la cual se eliminan al menos 1 o0 2 aminoaci-
dos (con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30, con mas preferencia de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 y con la mayor preferencia se eliminan varios (1 o 2)); (ii) la secuencia de aminoacidos repre-
sentada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 0 SEQ ID NO: 13, a la cual se afiaden al menos 1 o 2 aminoacidos (con
preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30, con mas preferencia de aproximadamente 1 a aproxima-
damente 10 y con la mayor preferencia se agregan varios (1 o 2)); (iii) la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13, en la que se sustituyen con otros aminoacidos al menos 1 o 2
aminoacidos (con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30, con mas preferencia de aproximada-
mente 1 a aproximadamente 10 y con la mayor preferencia se sustituyen varios (1 o 2)); o (iv) una combinacién de
estas secuencias de aminoacidos; y similares.

A lo largo de la memoria descriptica, los receptores de metastina se representan de acuerdo con el modo conven-
cional de descripcion de péptidos, esto es, el extremo N-terminal (amino terminal) en el lado izquierdo y el extremo
C-terminal (carboxilo terminal) en el lado derecho. En los receptores de metastina que incluyen el receptor de metas-
tina representado por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o0 SEQ ID NO: 13, el extremo C-terminal se puede presentar en
forma de cualquier grupo: carboxilo (-COOH), carboxilato (-COO-), amida (-CONH>) y éster (-COOR). En la presente
memoria, los ejemplos de R del grupo éster incluyen un grupo alquilo C1.s tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, etc.; un grupo cicloalquilo Cs.g tal como ciclopentilo, ciclohexilo, etc.; un grupo arilo Ce.12 tal como fenilo, a-
naftilo, etc.; un grupo aralquilo Cr.14 tal como un grupo fenil-alquilo C+-2, por ejemplo, bencilo, fenetilo, etc., o un gru-
po a-naftil-alquilo C1-; tal como a-naftilmetilo, etc.; y un grupo pivaloiloximetilo, que se utilizan ampliamente como
éster para uso oral, y similares.

Cuando los receptores de metastina contienen un grupo carboxilo (o un carboxilato) en una posicion distinta a la del
extremo C-terminal, el grupo carboxilo se puede amidar o esterificar y tales amidas o ésteres también se incluyen
dentro de la proteina del receptor de la presente invencion. En este caso, el grupo éster utilizado puede ser el mismo
grupo que el de los ésteres del extremo C-terminal descritos con anterioridad.

Ademas, los receptores de metastina incluyen aquellos en los que el grupo amino en el residuo de metionina del
extremo N-terminal se protege con un grupo protector (por ejemplo, un grupo acilo C1.¢ tal como un grupo alcanoilo
C..6, por ejemplo, grupo formilo, grupo acetilo, etc.); aquellos en los que la region en el extremo N-terminal se escin-
de in vivo y el grupo glutamilo formado de este modo esta piroglutaminado; aquellos en los que un sustituyente (por
ejemplo, -OH, -SH, grupo amino, grupo imidazol, grupo indol, grupo guanidino, etc.) en la cadena lateral de un ami-
noacido en la molécula se protege con un grupo protector apropiado (por ejemplo, un grupo acilo C1.s tal como un
grupo alcanoilo Cz., por ejemplo, un grupo formilo, grupo acetilo, etc.), o proteinas conjugadas tales como glicopép-
tidos unidos a cadenas de azucar.

Ejemplos especificos de los receptores de metastina incluyen un receptor de metastina humana que consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9, un receptor de metastina de rata que consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 11, un receptor de metastina de ratén que consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 13, etc.

Los péptidos parciales del receptor de metastina (en la presente memoria denominados simplemente el péptido
parcial) pueden ser cualquier péptido, con la condicién de que sean péptidos parciales del receptor de metastina
descrito con anterioridad; se utilizan aquellos tales como moléculas de proteinas del receptor de metastina, que son
los sitios expuestos en la parte exterior de la membrana celular y que tienen actividad de unién al ligando.

Especificamente, el péptido parcial del receptor de metastina que consiste en la secuencia de aminoacidos repre-
sentada por SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13 es un péptido que contiene las partes analizadas para
ser dominios extracelulares (dominios hidrdéfilos) en el analisis de grafico hidréfobo. También se puede utilizar un
péptido que contiene un dominio hidréfobo en parte. Ademas, el péptido puede contener cada dominio de forma
separada o una pluralidad de dominios juntos.

En el receptor de metastina, los péptidos parciales preferidos son los que tienen un nimero de aminoacidos de al
menos 20, con preferencia al menos 50 y con mas preferencia al menos 100, en la secuencia de aminoacidos des-
crita con anterioridad, que constituye el receptor de metastina.

El péptido parcial puede ser un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos descrita con anterioridad, de la cual
se eliminan al menos 1 o 2 aminoacidos (con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 10, con mas
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preferencia se eliminan varios (1 o 2) aminoacidos); a la cual se afiaden al menos 1 o 2 aminoacidos (con preferen-
cia de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 y con mas preferencia se afiaden varios (1 o 2) aminoacidos); o,
en donde se sustituyen al menos 1 0 2 aminoacidos (con preferencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 10
y con mas preferencia se sustituyen varios (1 o 2) aminoacidos). En el péptido parcial, el extremo C-terminal puede
ser cualquier forma entre un grupo carboxilo (-COOH), un carboxilato (-COO), una amida (-CONH>) y un éster (-
COOR), como en el receptor de metastina descrito con anterioridad.

Ademas, los péptidos parciales incluyen péptidos, en donde el grupo amino en el residuo de metionina del extremo
N-terminal se protege con un grupo protector; aquellos en donde la regién en el extremo N-terminal se escinde in
vivo y el grupo glutamilo asi formado esta piroglutaminado; aquellos en donde un sustituyente en la cadena lateral
de un aminoacido en la molécula se protege con un grupo protector apropiado, o péptidos conjugados tales como
glicopéptidos unidos a cadenas de azucar, como en los receptores de metastina descritos con anterioridad.

Para las sales del receptor de metastina o el péptido parcial, se prefieren sales con acidos fisiol6gicamente acepta-
bles, en especial sales de adicion de acido fisioldgicamente aceptables. Ejemplos de las sales incluyen sales con,
por ejemplo, acidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido fosférico, acido bromhidrico, acido sulfurico);
sales con acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido férmico, acido propioénico, acido fumarico, acido malei-
co, acido succinico, acido tartarico, acido citrico, acido malico, acido oxalico, acido benzoico, acido metanosulfénico,
acido benzosulfénico) y similares.

Como ADN que codifica el receptor de metastina o sus péptidos parciales, se utilizan, por ejemplo, un ADN que
codifica el receptor de metastina humano o sus péptidos parciales descritos en el documento WO 00/24890, un ADN
que codifica el receptor de metastina de ratéon o rata o sus péptidos parciales descritos en el documento WO
01/75104, etc.

Los ADNs que codifican el receptor de metastina o sus péptidos parciales pueden ser cualquiera entre ADN gendmi-
co, genoteca de ADN gendmico, ADNc derivado de las células y tejidos descritos con anterioridad, genoteca de
ADNCc derivada de las células y tejidos descritos con anterioridad y ADN sintético. El vector que se va a utilizar para
la genoteca puede ser cualquiera entre bacteriéfago, plasmido, césmido y fagémido. EI ADN también se puede am-
plificar en forma directa mediante reaccion en cadena de la polimerasa y transcriptasa inversa (de aqui en adelante
abreviada como RT-PCR) utilizando el ARN total o una fraccion de ARNm preparado a partir de las células y tejidos
descritos con anterioridad.

Especificamente, el ADN que codifica el receptor de la metastina humana, el receptor de metastina de ratén o el
receptor de metastina de rata puede ser cualquier ADN, con la condicién de que cada uno sea un ADN que com-
prende cada secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 14, o un ADN que
comprende una secuencia de bases que se puede hibridar con la secuencia de bases representada por SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 14 en condiciones muy rigurosas y que codifica un receptor que tiene la actividad
de sustancialmente la misma naturaleza (por ejemplo, una actividad de unién al ligando, una actividad de transduc-
cion de sefales, etc.) que la del receptor de la metastina humana, el receptor de la metastina de ratén o el receptor
de la metastina de rata que consisten en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12 0 SEQ ID NO: 14.

Ejemplos del ADN que se puede hibridar con la secuencia de bases representada por cualquiera entre SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 14, incluyen ADNs que comprenden una secuencia de bases que tiene al menos
aproximadamente 70% de homologia, con preferencia al menos aproximadamente 80% de homologia, con mas
preferencia al menos aproximadamente 90% de homologia y con la mayor preferencia al menos aproximadamente
95% de homologia con la secuencia de bases representada por cualquiera entre SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 o
SEQ ID NO: 14.

La homologia en la secuencia de bases se puede medir utilizando el algoritmo de puntuacion por homologia NCBI
BLAST (National Center for Biotechnology Information Basic Local Alignment Search Tool) con las siguientes condi-
ciones (un valor de expectativa = 10; se permiten huecos; filtrado = ACTIVADO; puntuaciéon de apareamiento = 1;
puntuacion de apareamiento erréneo = -3).

La hibridacién se puede realizar mediante métodos conocidos publicamente por si mismos o mediante modificacio-
nes de estos métodos, por ejemplo, de acuerdo con el método descrito en Molecular Cloning, 22 (J. Sambrook et al.,
Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989). También se puede utilizar una genoteca comercialmente disponible, de
acuerdo con las instrucciones adjuntas al protocolo del fabricante. Con preferencia, la hibridacion se puede realizar
con condiciones muy rigurosas.

Las condiciones muy rigurosas utilizadas en la presente memoria son, por ejemplo, aquellas con una concentracion
de sodio de aproximadamente 19 a 40 mM, con preferencia de aproximadamente 19 a 20 mM, a una temperatura de
aproximadamente 50 a 70°C, con preferencia de aproximadamente 60 a 65°C. En particular, son mas preferidas las
condiciones de hibridacién con una concentracién de sodio de aproximadamente 19 mM a una temperatura de apro-
ximadamente 65°C.

Mas especificamente, como ADN que codifica el receptor de la metastina humana que consiste en la secuencia de
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aminoacidos representada por SEQ ID NO: 9, se utiliza el ADN que consiste en la secuencia de bases representada
por SEQ ID NO: 10.

Como ADN que codifica el receptor de la metastina de rata que consiste en la secuencia de aminoacidos represen-
tada por SEQ ID NO: 11, se utiliza el ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 12.

Como ADN que codifica el receptor de la metastina de ratén que consiste en la secuencia de aminoacidos represen-
tada por SEQ ID NO: 13, se utiliza el ADN que consiste en la secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 14.

Los receptores de metastina, sus péptidos parciales o sales de los mismos y los ADNs que codifican los receptores
de metastina o sus péptidos parciales se pueden obtener o producir mediante los métodos descritos en los docu-
mentos WO 00/24890 o WO 01/75104.

La presente invencién se describira en detalle haciendo referencia a EJEMPLOS, EJEMPLOS DE FORMULACION
Y EJEMPLOS DE ENSAYOS, pero no se pretende limitarla a los mismos, y se puede realizar cualquier modificacion
sin desviarse del alcance de la presente invencion.

En los siguientes EJEMPLOS, la expresion "temperatura ambiente" normalmente hace referencia a una temperatura
de aproximadamente 10°C a aproximadamente 35°C. En porcentajes, el rendimiento se muestra por mol/% de mol y
el disolvente utilizado en cromatografia por % en volumen, y el resto en % en peso. En espectros de RMN de proton,

los datos de protones OH o NH, etc. que sean muy anchos y sin identificar, no se muestran.

Las otras abreviaturas utilizadas en la memoria descriptiva tienen el siguiente significado.

Abreviaturas Descripcion

10Y,CSNH: el -CONH; C-terminal en la posicién 10 se sustituye con -CSNHx.

1W2,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 1y 2 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
2¥W3,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 2 y 3 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
3W4,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 3 y 4 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
4W5,CH,NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 4 y 5 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
6¥W7,CSNH: el enlace -CONH- entre las posiciones 6 y 7 se sustituye con el enlace -CSNH-.
6¥7,NHCO: el enlace -CONH- entre las posiciones 6 y 7 se sustituye con el enlace -NHCO-.
6W7,CHaNH: el enlace -CONH- entre las posiciones 6 y 7 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
6¥7,CH0: el enlace -CONH- entre las posiciones 6 y 7 se sustituye con el enlace -CH,O-.
7W8,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 7 y 8 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
8W9,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 8 y 9 se sustituye con el enlace -CH;NH-.
9¥10,CH2NH: el enlace -CONH- entre las posiciones 9y 10 se sustituye con el enlace -CHaNH-.
Aad: acido 2-aminoadipico

Abu: acido 2-aminobutanoico

Abz(2): acido 2-aminobenzoico

Abz(3): acido 3-aminobenzoico

Ac: acetilo

AcONB: N-acetoxi-5-norbornen-2, 3-dicarboximida

Acp: acido 6-aminocaproico

AcOEt: acetato de etilo

AcOH: acido acético

Aib: acido a-aminoisobutanoico

Ala(2-Qui): 2-quinolilalanina
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Ala(3-Bzt):
Ala(cBu):
Ala(cPr):
Ala(Pip):

Alb:

Ambz(4):
Arg(Ac):
Arg(Boc,,Me):
Arg(Et):
Arg(Me):

Arg(asyMey) o Arg(Mez)asym:
Arg(symMey) o Arg(Mez)sym:

Arg(NOy):
Arg(Pbf):
Arg(n-Pr):
Arg(Tos):
Asp(NHMe):
Asp(NMey):
Asp(NHPen):
Asp(NHcPr):
Asp(NHBzl):
AzaGly:
AzaPhe:
Aze(2):
Aze(3):
B-Ala:

Boc:

Boc,0:

Br-Z:

Bu"

Bzl

CDl:

Cha:

CIP:

Cit:

Clt resin:

Cl-Z:

ES 2539430 T3

3-benzotienilalanina

ciclobutilalanina

ciclopropilalanina

(4-piperidin-1-il)alanina

albizziina, acido 2-amino-3-ureidopropiénico
4-aminometilbenzoilo

N“-acetilarginina
N“"“"pis-terc-butoxicarbonil-N“-metilarginina
N“-etilarginina

N“-metilarginina

N“"“-dimetilarginina asimétrica
N““_dimetilarginina simétrica

N“-nitroarginina

N“-2,2.4,6,7-pentametildihidrobenzofuranosulfonilarginina

N“-propilarginina
N“-tosilarginina
N“-metilasparagina
N“"“-dimetilasparagina
N“-pentilasparagina
N“-ciclopropilasparagina
N“-bencilasparagina
azaglicina

azafenilalanina

acido azetidin-2-carboxilico
acido azetidin-3-carboxilico
B-alanina
terc-butoxicarbonilo
dicarbonato de di-terc-butilo
2-bromobenciloxicarbonilo
terc-butilo

bencilo
1,1’-carbonildiimidazol
ciclohexilalanina
tetrafluoroborato de 2-cloro-1,3-dimetilimidazolio
citrulina

resina de 2-clorotritilo

2-clorobenciloxicarbonilo
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Dab:
Dap:
Dap(Ac):
Dap(For):
Dap(Gly):
Dap(GnGily):
DCM:
DEA:
DIEA:
DIPCDI:
DMAP:
DMF:
EDC:
EDT:
Fmoc:
For:
y-Abu:

y-MeLeu,Leu(me):

GlyW((E)CH=CH)Leu:

GlyW(CH2CHa)Leu:
GlyW(CH;S)Leu:
Gn:
GuAmb:
Har:
Har(Me):
His(3Me):
HOAL:
HOBt:
HOOBt:
HONB:
Hph:
Hyp:
Hyp(Bzl):
IndPr:
Izc:
Lys(Me2):
MBHA:
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acido 2,4-diaminobutanoico

acido 2,3-diaminopropiénico

acido NB-acetil-B-diaminopropiénico

acido NB-formiI-B-diaminopropiénico
acido NB-glicil-B-diaminopropic’mico

acido NP-(N-guanidinoglicil)-B-diaminopropidnico
diclorometano

dietilamina

N,N-diisopropiletilamina
1,3-diisopropilcarbodiimida
4-dimetilaminopiridina
N,N-dimetilformamida
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
1,2-etanoditiol

9-fluorenilmetoxicarbonilo

formilo

acido 4-aminobutanoio

y-metilleucina

El -CONH- entre Gly y Leu esta sustituido con alqueno de tipo (E).
El -CONH- entre Gly y Leu esta sustituido con el enlace -CH;CH-.

El -CONH- entre Gly y Leu esta sustituido con el enlace -CH,S-.

guanidino

4-guanidinometilbenzoilo

homoarginina

N“-metilhomoarginina

3-metilhistidina tr-metilhistidina
1-hidroxi-7-azabenzotriazol
1-hidroxibenzotriazol
3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina
N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida
homofenilalanina

trans-4-hidroxiprolina
O-bencil-trans-4-hidroxiprolina
3-(indol-3-il)propionilo

acido imidazolidin-2-carboxilico
N*t-dimetillisina

p-metilbenzhidrilamina
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MeOH:
Mtt:

N((CH2)3Gn)Gly:

Nal(1):
Nal(2):

Nar:
Nar(Me):
Nle:
NMeAla:
NMeArg:
NMeAsn:
NMelLeu:
NMePhe:
NMeSer:
NMeTrp:
NMeTyr:
Nva:

OBU"

Orn:
Orn(Mtt):
PAL:

Pbf:

pGlu:
Phe(2Cl):
Phe(2F):
Phe(3,4Cl):
Phe(3,4F>):
Phe(3CF3):
Phe(3Cl):
Phe(3F):
Phe(4Cl):
Phe(4CN):
Phe(4F):
Phe(4Gn):
Phe(4NH):
Phe(4NO>):
Phe(4CN):
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metanol
4-metiltritilo
N-(3-guanidinopropil)glicina
1-naftilalanina
2-naftilalanina
norarginina
N“-metilnorarginina
norleucina
N%metilalanina
N%metilarginina
N°%metilasparagina
N%metilleucina
N%metilfenilalanina
N%metilserina
N°%metiltriptofano
N%metiltirosina
norvalina
terc-butoxi

ornitina

N°-(4-metiltritil)ornitina

acido 5-(4-(9-fluorenilmetoxicarbonil)aminometil-3,5-dimetoxifenoxi)valérico

2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo

acido piroglutamico
2-clorofenilalanina
2-fluorofenilalanina
3,4-diclorofenilalanina
3,4-difluorofenilalanina
3-trifluorometilfenilalanina
3-clorofenilalanina
3-fluorofenilalanina
4-clorofenilalanina
4-cianofenilalanina
4-fluorofenilalanina
4-guanidinofenilalanina
4-aminofenilalanina
4-nitrofenilalanina

4-cianofenilalanina
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Phe(Fs): pentafluorofenilalanina

Phe(2Me): 2-metilfenilalanina

Phe(3Me): 3-metilfenilalanina

Phe(4Me): 4-metilfenilalanina

PheW(CH,CHz)AzaGly: El -CONH- entre Phe y AzaGly esta sustituido con el enlace -CH,CH-.
fEh)qu(E)CH=CH)GIy: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace de tipo alqueno
PheW(CH,CH)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH;CH.-.
PheW(CH,S)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH,S-.

PheW((R)CH(OH)-((E)CH=)Gly:  El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH(OH)-CH-, el
resto -CH(OH)- toma la configuracion (R), y el resto entre el atomo de carbono en el resto -CH- y el atomo de car-
bono a de la Gly es alqueno de tipo (E).

PheW((S)CH(OH)-((E)CH=)Gly:  El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH(OH)-CH-, el
resto -CH(OH)- toma la configuracion (S), y el resto entre el atomo de carbono en el resto -CH- y el atomo de car-
bono a de la Gly es alqueno de tipo (E).

PheW((R)CH(OH)-(CH.)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH(OH)-CH,- y
el resto -CH(OH)- toma la configuracion (R).

PheW((S)CH(OH)-(CH>)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH(OH)-CH,- y
el resto -CH(OH)- toma la configuracion (S).

PheW(CH,O)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -CH,O-.
PheW(COCH;)Gly: El enlace -CONH- entre Phe y Gly esta sustituido con el enlace -COCHa-.
PheW(CSNH)-NH_: La fenilalanilamida C-terminal esta sustituida con fenilalaniltioamida.

Phg: fenilglicina

PhOH: fenol

PhSMe: tioanisol

Pic(2): acido pipecolinico

Pie(3): acido 3-piperidincarboxilico

Pip: acido pipecolinico

Pro: prolina

Pro(4F): trans-4-fluoroprolina

Pro(4NH>): cis-4-aminoprolina

Pya(2): 2-piridilalanina

Pya(3): 3-piridilalanina

Pya(4): 4-piridilalanina

PyAOP: hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-iloxi)-tris(pirrolidin)fosfonio
PyBOP: hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-tris(pirrolidin)fosfonio

PyBrop: hexafluorofosfato de bromo-tris(pirrolidin)fosfonio

Pzc(2): acido piperazin-2-carboxilico

Sar: N-metilglicina

Ser(Ac): O-acetilserina
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Ser(Me): O-metilserina

Thi: 2-tienilalanina

Thz: tioprolina

Tic: acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-2-carboxilico
TIS: triisopropilsilano

Tie: terc-leucina

Tos: tosilo

Trp(For): N"-formiltriptéfano

Trt: tritilo

Tyr(Me): O-metiltirosina

Tyr(PO3sH>): O-fosfotirosina

TyrY(CH2NH)Asn: el -CONH- entre Tyr y Asn esta sustituido con el enlace -CH2NH-.
TFA: acido trifluoroacético

TFE: trifluoroetanol

Z: benciloxicarbonilo

En la memoria descriptiva y los dibujos, cuando los cédigos de las bases y los aminoacidos se indican mediante
abreviaturas, éstas se basan en las abreviaturas de acuerdo con la Comisién IUPAC-IUB de Nomenclatura Bioqui-
mica o los codigos comunes de la técnica. Para aminoacidos que pueden tener el isémero 6ptico, se presenta la
forma L a menos que se indique lo contrario.

Los numeros de identificacion de secuencia en el listado de secuencias de la memoria descriptiva indican las si-
guientes secuencias, respectivamente.

[SEQ ID NO: 1]

Muestra la secuencia de aminoacidos de la metastina obtenida a partir de humanos (Metastina).
[SEQ ID NO: 2]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica la metastina humana.

[SEQ ID NO: 3]

Muestra la secuencia de aminoacidos del precursor de la metastina de ratén (A).

[SEQ ID NO: 4]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica el precursor de la metastina de ratén de (A), que es la secuen-
cia de bases en el plasmido pCMV-mKiSS-1 hospedada en el transformante DH10B/pCMV-mKiSS-1 de Escherichia
coli.

[SEQ ID NO: 5]
Muestra la secuencia de aminoacidos del precursor de la metastina de ratén (B).
[SEQ ID NO: 6]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica el precursor de la metastina de raton (B), que es la secuencia
de bases en el plasmido pCR2.1-mKiSS-1.4A hospedado en el transformante DH5a/pCR2.1-mKiSS-1.4A de Esche-
richia coli.

[SEQ ID NO: 7]
Muestra la secuencia de aminoacidos del precursor de la metastina obtenido a partir de rata.

[SEQ ID NO: 8]
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Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica el precursor de la metastina de rata.
[SEQ ID NO: 9]

Muestra la secuencia de aminoacidos de OT7T175 humana (receptor de metastina).

[SEQ ID NO: 10]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codificado OT7T175 humana (receptor de metastina).
[SEQ ID NO: 11]

Muestra la secuencia de aminoacidos de OT7T175 de rata (receptor de metastina).

[SEQ ID NO: 12]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica OT7T175 de rata (receptor de metastina).
[SEQ ID NO: 13]

Muestra la secuencia de aminoacidos de OT7T175 de raton (receptor de metastina).

[SEQ ID NO: 14]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica OT7T175 de ratdn (receptor de metastina).
[SEQ ID NO: 18]

Muestra la secuencia de aminoacidos de la metastina humana 15 (40-54).

[SEQ ID NO: 16]

Muestra la secuencia de aminoacidos de la metastina humana 10 (45-54) (MS10).

[SEQ ID NO: 17]

Muestra la secuencia de aminoacidos de la metastina humana 9 (46-54).

[SEQ ID NO: 18]

Muestra la secuencia de aminoacidos de la metastina humana 8 (47-54).

[SEQ ID NO: 19]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica la metastina humana 15 (40-54).

[SEQ ID NO: 20]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica la metastina humana 10 (45-54).

[SEQ ID NO: 21]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica la metastina humana 9 (46-54).

[SEQ ID NO: 22]

Muestra la secuencia de bases del ADN que codifica la metastina humana 8 (47-54).

El transformante DH10B/pCMV-mKiSS-1 de Escherichia coli esta depositado desde el 24 de Enero del 2000 en el
Deposito de Organismos de Patentes Internacionales, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanza-
da (el antiguo Ministerio de Comercio Internacional e Industria, Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia, Instituto
Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (NIBH)), ubicado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki (cédigo
postal 305-8566), Japdn, con el nimero de orden FERM BP-7003 y desde el 16 de Diciembre de 1999 en el Instituto
de Fermentacion (IFO), ubicado en 2-17-85, Juso-Honmachi, Yodogawa-ku, Osaka-shi, Osaka, Japon, con el nime-
ro de orden IFO 16348.

El transformante DH5a/pCR2.1-mKiSS-1.4A de Escherichia coli esta depositado desde el 6 de Marzo de 2000 en el
Deposito de Organismos de Patentes Internacionales, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanza-
da (el antiguo Ministerio de Comercio Internacional e Industria, Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia, Instituto
Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (NIBH)), ubicado en Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki (cédigo
postal 305-8566), Japén, con el numero de orden FERM BP-7073 y desde el 16 de Febrero de 2000 en el Instituto
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de Fermentacion (IFO), ubicado en 2-17-85, Juso-Honmachi, Yodogawa-ku, Osaka-shi, Osaka, Japon, con el nime-
ro de orden IFO 16360.

EJEMPLO DE REFERENCIA 1
Produccion de N-metil-N,N'-Bis-Boc-1-guanilpirazol

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se disolvieron 720 mg de NaH al 60% en aceite en 20 ml de DMF seco y 20 ml de
solucion en DMF seco de 5,59 g de N,N'-Bis-Boc-1-guanilpirazol comercialmente disponible, se afiadieron a la solu-
cion a 0°C, seguido por agitacion durante 10 minutos. Después se afiadieron 1,68 ml de yoduro de metilo, la mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. Después de la eliminacion del disolvente por destilacion, el resi-
duo se disolvié en AcOEt y la solucion se lavo con una soluciéon acuosa de HCI 1 N, una solucion saturada acuosa
de NaHCOs3 y luego con una solucion saturada acuosa de NaCl. Después del secado sobre Na>SOu, el disolvente se
concentro y el concentrado se purificd mediante cromatografia instantanea en columna (acetato de etilo/n-hexano =
1/4) utilizando gel de silice 60 (200 ml) para proporcionar 5,35 g (rendimiento 91,6%) de N-metil-N,N'-bis-Boc-1-
guanilpirazol.

"H RMN (300 MHz, CDCls): & 8,00 (br s, 1H), 7,69 (br s, 1H), 6,42 (dd, 1H, J=2,7, 1,5 Hz), 3,25 (s, 3H), 1,53 (s, 9H),
1,30 (s, 9H)

Analisis elemental como C15H24N4O4

Calculado: C, 55,54; H, 7,46; N, 17,27

Encontrado: C, 55,36; H, 7,48; N, 17,06

Rf1: 0,64, Rf2: 0,79

Disolvente de desarrollo para TLC:

Rf1 (acetato de etilo/n-hexano = 1/2), Rf2 (metanol/cloroformo = 2/98)
Tiempo de elucién sobre HPLC: 26,7 minutos.

Condiciones de elucion:

Columna: Wakosil-1l 5C18 HG (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucién por gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 100/0-20/80, utilizando TFA al 0,1% en agua
como eluyente A y acetonitrilo que contiene 0,1% de TFA como eluyente B (40 minutos).

Caudal: 1,0 ml/min.
EJEMPLO DE REFERENCIA 2
Produccion de N-metil-N,N'-Bis-Z-1-guanilpirazol

En una atmdsfera de argén, se disolvieron 40 mg de NaH al 60% en aceite en 5 ml de DMF seco y se afiadieron a la
solucion a 0°C 5 ml de solucion en DMF seca de 380 mg de N,N'-Bis-Z-1-guanilpirazol comercialmente disponible,
seguido por agitacion durante 10 minutos. Después se afiadieron 125 pl de yoduro de metilo, la mezcla se agit6é a
temperatura ambiente durante 15 horas. Una vez separado el disolvente por destilacion, el residuo se disolvié en
AcOEt y la solucioén se lavé con una solucion acuosa de HCI 1 N, una solucion acuosa saturada de NaHCO3 y luego
con una solucién saturada acuosa de NaCl. Después del secado sobre Na,SOyg, el disolvente se concentré para
proporcionar 393 mg del producto crudo. A partir del producto crudo, se purificaron 170 mg mediante cromatografia
instantanea en columna (acetato de etilo/n-hexano = 1/4) utilizando gel de silice 60 (75 ml) para proporcionar 152 mg
(rendimiento 89,5%) de N-metil-N,N'-bis-Z-1-guanilpirazol.

"H RMN (300 MHz, CDCls): 5 7,97 (br s, 1H), 7,61 (d, 1H, J=1,0 Hz), 7,37-7,32 (m, 4H), 7,29-7,26 (m, 4H), 7,16-7,13
(m, 2H), 6,36 (dd, 1H, J=2,8, 1,6 Hz), 5,18 (s, 2H), 5,04 (s, 2H), 3,22 (s, 3H)

Analisis elemental como C21H20N4O4
Calculado: C, 64,28; H, 5,14; N, 14,28
Encontrado: C, 64,09; H, 5,24; N, 14,43
Rfl: 0,50, Rf2: 0,86
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Disolvente de desarrollo para TLC:

Rf1 (acetato de etilo/n-hexano=1/2)

Rf2 (metanol/cloroformo=2/98)

Tiempo de elucién sobre HPLC: 28,9 minutos,
Condiciones de elucion:

Columna: Wakosil-1l 5C18 HG (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucién por gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 100/0-20/80, utilizando TFA al 0,1% en agua
como eluyente A y acetonitrilo que contiene 0,1% de TFA como eluyente B (40 minutos).

Caudal: 1,0 ml/min.

EJEMPLO DE REFERENCIA 3

(Sintesis C): Produccion de
des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Thr5,Phe6W(CH,CH)Gly7,Arg(Me)9,Trp10]MS10 (Compuesto n°® 850)

Después de que 4,44 g (0,45 mmol/g) de resina Rink amida MBHA disponible comercialmente se habia hinchado en
DMF, la resina se traté con 50 mL de solucion al 20% de piperidina/DMF durante 20 minutos para eliminar el grupo
Fmoc. La resina resultante se lavdé con DMF y se traté en DMF con 4,21 g (8 mmol) de Fmoc-Trp(Boc)-OH, 1,27 mL
(8 mmol) de DIPCDI y 1,31 g (8 mmol) de HOOBt a temperatura ambiente durante 90 minutos, mientras que se
introducia Trp(Boc) para proporcionar la resina Rink amida MBHA-Fmoc-Trp(Boc). De forma similar, se introdujo
Orn(Mtt) para proporcionar 2 mmol de la resina Rink amida MBHA-Fmoc-Orn(Mit)-Trp(Boc). Después de que la
resina obtenida se habia lavado e hinchado en tolueno, se afiadieron 30 mL de TFA/TIS/TFE/tolueno (1/5/47/47),
seguido de agitacion durante 30 minutos y eliminacion de la solucion mediante filtracion. Este procedimiento se repi-
ti6 hasta que desaparecié el color amarillo causado por grupos libres de Mtt en una solucidon de
TFA/TIS/TFE/tolueno (1/5/47/47) cuando se afhadié la solucion; por tanto el grupo Mtt se habia eliminado. La resina
resultante Rink amida MBHA-Fmoc-Orn-Trp(Boc) se neutralizé con solucion al 5% de DIEA/tolueno. Después de
lavar con tolueno, se afadieron 15 mL de tolueno-TFE (4:1) y 1,95 g (6 mmol) de N-metil-N,N'-bis-Boc-1-
guanilpirazol obtenido en el EJEMPLO DE REFERENCIA se afiadieron a la resina. DIEA se afiadié a la mezcla para
ajustar el pH de la solucion a 10. La solucion se agité durante 15 horas para proporcionar resina Rink Amida MBHA-
Fmoc-Arg(Bocz,Me)-Trp(Boc) (2 mmol). Después de que la resina obtenida se habia secado en MeOH, se pesaron
0,03 mmol y se volvieron a hinchar en DMF. Se introdujo Leu de la misma manera que como se ha descrito ante-
riormente para proporcionar 0,03 mmol de resina Rink Amida MBHA-Fmoc-Leu-Arg(Bocz,Me)-Trp(Boc). Después de
desproteger Fmoc en solucion al 20% de piperidina/DMF, la solucion se traté en DMF con 51,5 mg (0,12 mmol) de
Fmoc-Phe-¥(CH,CH,)-Gly-OH obtenido en el EJEMPLO DE REFERENCIA 4, 19,1 pl (0,12 mmol) de DIPCDI y 240
gl de solucién de HOAt/DMF 0,5 M a temperatura ambiente durante 150 minutos. La resina se lavé con DMF y a
continuacion se traté con 10,9 pl (0,12 mmol) de Ac,O y 20,9 ul (0,12 mmol) de DIEA para cubrir los grupos amino
residuales. Posteriormente, la resina se agité durante una noche en 2 mL de solucion en DMF de Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-
Thr-OH (0,06 mmol) sintetizada de forma convencional por el proceso en fase liquida, 31,2 mg (0,06 mmol) de PyA-
OP, 120 ul (0,06 mmol) de solucion de HOAt/DMF 0,5 M y 10,5 ul (0,06 mmol) de DIEA para proporcionar la resina
Rink amida MBHA-Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Phe-W(CH2CH,)-Gly-Leu-Arg(Boc,,Me)-Trp(Boc). Después del secado, se
afnadieron 1,5 mL de TFA/PhSMe/m-cresol/H,O/TIS/EDT (80/5/5/5/2,5/2,5) a la resina y se agitdé durante 90 minutos.

Se afadio éter dietilico a cada solucion de la reaccién para proporcionar el precipitado y después de la centrifuga-
cion, el material sobrenadante se retird; este proceso se repitid dos veces para el lavado. El residuo se extrajo con
una solucion acuosa de acido acético y el extracto se filtrd para retirar la resina. A continuacion, se realizé una elu-
cion en gradiente de densidad lineal (60 minutos) para A/B: 71,5/28,5-61,5/38,5 con un caudal de 15 mL/min em-
pleando como eluyente A: 0,1% de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA sobre una
HPLC preparativa empleando una columna YMC Pack R&D-ODS-5-B S-5, 120A (30 x 250 mm). Las fracciones que
contenian el producto se recogieron y se liofilizaron para proporcionar 5,5 mg de polvo blanco.

Espectro de masas (M+H)" 1209,7 (calcd. 1209,6)

Tiempo de elucién en HPLC: 12,2 min.

Condiciones de elucion:

Columna: SHISEIDO CAPCELL PAK CI8 MGII (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucion por gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 80/20-30/70, empleando como eluyente A:
0,1% de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA (25 min)
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Caudal: 1,0 mL/min.
EJEMPLO DE REFERENCIA 4
Synthesis de Fmoc-Phe-W(CH2CH,)-Gly-OH

Después de disolver 97,4 mg (0,269 mmol) de Boc-Phe-W[(E)CH=CH]-Gly-OBu' que es un compuesto conocido en
la bibliografia, en 10 mL de AcOEt, se afiadieron 10 mg de Pd/C al 10% y la mezcla se agit6 en un fluo de gas hidro-
geno a temperatura ambiente durante 4 horas. El catalizador Pd se retiré mediante filtracion a través de celite, y el
material filirado se concentro a presion reducida. Posteriormente, el residuo se disolvié en 4 mL de TFA y la solucion
se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El TFA se eliminé por destilacién a presion reducida y el residuo
se disolvié en 2,25 mL de acetonitrilo:H2O (2:1). Enfriando con hielo, una solucién en acetonitrilo (3 mL) de 236 L
(1,69 mmol) de TEA y 95,1 mg (0,282 mmol) de Fmoc-OSu se afiadié gota a gota secuencialmente y la mezcla se
agito a la misma temperatura durante 2 horas. Después de afiadir 20 mL de HCI 0,1 N acuoso, el total se extrajo con
AcOEt. La capa organica se lavd dos veces con HCI 0,1 N acuoso y después se secod sobre MgSQO4 anhidro. Des-
pués de concentrar a presion reducida, el producto se purificé mediante cromatografia instantanea en columna (ace-
tato de etilo/n-hexano = 3/2) usando Wakosil C-300 para proporcionar 118 mg (cuantitativo) de Fmoc-Phe-
Y(CH2CHz2)-Gly-OH.

EJEMPLO DE REFERENCIA 5
(Sintesis G): Produccion de
des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Thr5,Gly7%¥((E)CH=CH)Leu8,Arg(Me)9,Trp10]MS10 (Compuesto n°® 892)

HCI.H-Ser-OMe, 3,5 g (22,6 mmol) se suspendié en (40 mL) de cloroformo. Enfriando con hielo, se afiadieron se-
cuencialmente DIEA (8,7 mL, 49,7 mmol) y Pbf-Cl (5,86 g, 20,3 mmol) y se agitdé durante una noche, a la vez que la
temperatura se elevaba gradualmente a la temperatura ambiente. Después de detener la reaccion afiadiendo solu-
cion acuosa saturada de acido citrico, el cloroformo se eliminé por destilacion a presion reducida y el total se extrajo
con AcOEt. La capa organica se lavo secuencialmente con solucidon acuosa saturada de acido citrico, soluciéon acuo-
sa saturada de bicarbonato sddico y solucidén acuosa saturada de cloruro sédico y después se secod sobre MgSO;4
anhidro. Después de una concentracion a presion reducida, se realizdé una cromatografia instantanea empleando
AcOEt:n-hexano = 1:1 para proporcionar Pbf-Ser-OMe (6,94 g, 82,7%).

En atmosfera de argén y enfriando con hielo, 923 pl (2,03 mmol) de una solucion en tolueno de azodicarboxilato de
dietilo 2,2 M se afiadié a una soluciéon de 500 mg (1,35 mmol) de Pbf-Ser-OMe, 522 mg (2,03 mmol) de PPh3 en
THF (20 mL). La mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente y después el THF se eliminoé por desti-
lacién a presion reducida. Se realizé una cromatografia instantanea empleando AcOEt:n-hexano = 1:1 para propor-
cionar 481 mg de éster metilico de aziridina (cuantitativo).

En atmésfera de argon, 429 pl (0,644 mmol) de una solucion en tolueno de DIBAL-H 1,5 M se afiadié gota a gota a
una solucion en tolueno (10 mL) de éster metilico de aziridina (198 mg, 0,56 mmol) a -78°C. Después de agitar du-
rante 20 minutos a la misma temperatura, la reaccion se detuvo con soluciéon acuosa de HCI 0,1 N. El total se extrajo
con éter dietilico y la capa organica se lavd secuencialmente con solucion acuosa de HCI 0,1 N y solucion acuosa
saturada de cloruro sddico. Después de secar sobre MgSO, anhidro, la mezcla de reaccion se concentré a presion
reducida para proporcionar el aldehido como una sustancia oleosa. Por otro lado, se afiadieron secuencialmente 146
uL (0,84 mmol) de DIEA y 197 uL (0,84 mmol) de (EtO),P(O)CH2CO2BU' enfriando con hielo, a una suspension de
35,6 mg (0,84 mmol) de LiCl anhidro en acetonitrilo (2 mL). La mezcla se agit6é a la misma temperatura durante 20
minutos y después se afiadio gota a gota una solucidon en acetonitrilo (4 mL) del aldehido obtenido anteriormente,
seguido de agitacion a 0°C durante 3 horas. Después el total se extrajo con AcOEt, la capa organica se lavo se-
cuencialmente con solucidon acuosa saturada de acido citrico, solucién acuosa saturada de bicarbonato sdédico y
solucién acuosa saturada de cloruro de sodio, y después se secé sobre MgSO, anhidro. La mezcla se concentr6 a
presién reducida y el concentrado se recristalizo en éter dietilico/n-hexano para proporcionar 86,5 mg del enoato de
aziridina deseada. El agua madre se concentrd a presion reducida y se sometio a cromatografia instantanea usando
AcOEt:n-hexano = 1:19 para proporcionar 82,4 mg adicionales del enoato de aziridina deseada (rendimiento total:
71,5%).

En atmosfera de argon, 1,59 mL (3,17 mmol) de una soluciéon en THF 2,0 M de i-BuMgCl se afiadié gota a gota a -
78°C a una solucion en THF anhidro (6 mL) de 284 mg (3,17 mmol) de CuCN y 269 mg (6,34 mmol) de LiCl anhidro.
La temperatura se elevé a 0°C y la mezcla se agité durante 10 minutos. La mezcla se enfrié de nuevo a -78°C, y 402
pL (3,17 mmol) de BF3.Et,O y una soluciéon en THF anhidro (6 mL) de 334 mg (0,792 mmol) de enoato de aziridina
se afadio gota a gota secuencialmente. La mezcla se agité a la misma temperatura durante 20 minutos. Después de
enfriar rapidamente con solucion acuosa saturada de cloruro de amonio : 28% de solucidon acuosa de amonio (1:1),
la mezcla se agité a temperatura ambiente hasta que la solucién de la reaccion se volvié azul. El total se extrajo con
éter dietilico. La capa organica se lavd con agua y se sec6 sobre MgSO4 anhidro. Después de concentrar a presion
reducida, el residuo se disolvié en solucion acuosa de TFA (10 mL) al 95% y se agit6é a temperatura ambiente duran-
te 3 horas. El TFA se eliminé por destilacion a presion reducida y se destilo azeotrépicamente dos veces con éter
dietilico. El residuo recristalizd en éter dietilico/n-hexano para proporcionar 254 mg de Pbf-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-OH
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como un polvo blanco (75,7%).

A continuacioén, 180 mg (0,425 mmol) de Pbf-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-OH y 352 pL (3 mmol) de tioanisol se disolvieron
en TFA (2,65 mL), la solucién se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. El TFA se eliminé por destilacion a
presién reducida y el residuo resultante se disolvié en acetonitrilo: H.O (2:1,9 mL). Enfriando con hielo, se afiadio
trietilamina hasta que la solucion se volvié basica y se afiadio a la misma 168 mg (0,446 mmol) de Fmoc-OSu. Ele-
vando la temperatura a temperatura ambiente, la mezcla se agité durante 4 horas y el total se extrajo con AcOEt. La
capa organica se lavo secuencialmente con solucidon acuosa de HCI 0,1 N y soluciéon acuosa saturada de cloruro
sodico, y se seco sobre MgSO, anhidro. Después de una concentracion a presion reducida, se realizé una cromato-
grafia instantanea empleando AcOEt:n-hexano = 3,5:6,5 para proporcionar 145 mg de Fmoc-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-
OH (89%).

Después, 287 mg (0,1 mmol) de resina Rink amida MBHA-Fmoc-Arg(Boc;,Me)-Trp(Boc) (0,349 mmol/g) se hincha-
ron en DMF, la mezcla se tratd con solucion al 20% de piperidina/DMF para escindir el grupo Fmoc. Posteriormente,
la resina se traté en DMF con 133 mg (0,338 mmol) de Fmoc-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-OH, 58,9 pl (0,338 mmol) de
DIEA, 676 pl (0,338 mmol) de solucién 0,5 M de HOAt/DMF y 176 mg (0,338 mmol) de PyAOP a temperatura am-
biente durante12 horas. Después de lavar la resina con DMF, el péptido N-terminal se extendié mediante la sintesis
en fase solida con Fmoc para proporcionar la resina Rink amida MBHA-Ac-D-Tyr(Bu')-Hyp(OBuU')-Asn(Trt)-Thr(Bu')-
Phe-GlyW[(E)CH=CH]Leu-Arg(Boc,,Me)-Trp(Boc). Después de secar la resina, se afiadieron a la misma 4 mL de
TFA/PhSMe/m-cresol/H.O/TIS/EDT (80/5/5/5/2,5/2,5) y la mezcla se agité durante 180 minutos. A cada solucion de
la reaccion se afadio éter dietilico para proporcionar el precipitado y después de centrifugar, se retiré el material
sobrenadante; este proceso se repitié dos veces para el lavado. El residuo se extrajo con una solucion acuosa satu-
rada de acido acético y el extracto se filtré para eliminar la resina. A continuacion, se realizé una elucién en gradien-
te de densidad lineal (60 minutos) para A/B: 71,5/28,5-61,5/38,5 con un caudal de 15 mL/min empleando como elu-
yente A: 0,1% de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA sobre HPLC preparativa,
empleando YMC Pack R&D-ODS-5-8 S-5, columna 120A (30 x 250 mm). Las fracciones que contenian el producto
se recogieron y se liofilizaron para proporcionar 19,6 mg de polvo blanco.

Espectro de masas (M+H)" 1207,5 (calcd. 1207,6)

Tiempo de elucién sobre HPLC: 14,6 min.

Condiciones de la elucion:

Columna: SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucion en gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 80/20-30/70, utilizando como eluyente A:
0,1% de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA (25 min)

Caudal: 1,0 mL/min.
EJEMPLO 1

Produccion de des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Alb4,Thr5,Cha6,Gly7W((E)CH=CH)Leu8,Arg(Me)9,Trp10]MS10 (Compuesto
n° 903)

Después de que 4,32 g (1,5 mmol) de la resina Rink amida MBHA-Fmoc-Arg(Boc,,Me)-Trp(Boc) (0,347 mmol/g) se
habia dividido en tres partes iguales y se habia hinchado en DMF, la mezcla se traté con solucion al 20% de piperi-
dina/DMF para escindir el grupo Fmoc. Posteriormente, cada resina se traté en DMF con 590 mg (1,5 mmol) de
Fmoc-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-OH, 261 pl (1,5 mmol) de DIEA, 3,0 ml (1,5 mmol) de solucion de HOAt/DMF 0,5 M y
782 mg (1,5 mmol) de PyAOP a tem?eratura ambiente durante 12 horas. Después se lavo la resina con DMF y se
combino, Cha, Thr(Bu'), Alb, Hyp(Bu" y D-Tyr(Bu') se introdujeron en este orden en la resina obtenida, mediante la
sintesis en fase de sdlida con Fmoc empleando Fmoc-aminoacido/DIPCDI/HOAL para proporcionar la resina Rink
amida MBHA-Fmoc-D-Tyr(Bu')-Hyp(OBu")-Asn(Trt)-Thr(Bu')-Cha-GlyW[(E)CH=CH]Leu-Arg(Bocy,Me)-Trp(Boc). La
resina asi obtenida se desprotegié mediante tratamiento con 20% de piperidina/DMF y se lavé. La resina se suspen-
di6é a continuaciéon en DMF y se afiadieron 548 ul (6,0 mmol) de Ac2O y 1,04 ml (6,0 mmol) de DIEA, respectivamen-
te, seguido de agitacion durante 20 minutos. La resina se lavé con DMF. Después de esto, se confirmdé que la reac-
cion se habia llevado a cabo, la resina se lavd en MeOH y se sec6 para proporcionar la resina Rink amida MBHA-
Ac-D-Tyr(Bu')-Hyp(Bu")-Alb-Thr(Bu')-Cha-GlyW[(E)CH=CH]Leu-Arg(Bocz,Me)-Trp(Boc). La resina resultante se divi-
diden1g,2gy2,2g, alos cuales se afiadieron 25 mL, 50 mL y 50 mL de TFA : tioanisol : m-cresol : H,O: EDT: TIS
(80:5,5:5:2,5:2,5), respectivamente. Después de agitar durante 180 minutos a temperatura ambiente, la solucion de
la reaccién se anadioé gota a gota con enfriamiento rapido, a la vez que se eliminaba la resina haciéndola pasar a
través de un filtro de vidrio, formando de este modo polvo blanco de péptido crudo. El péptido crudo obtenido se
purific6 separadamente 10 veces sobre HPLC preparativa empleando una columna de SHISEIDO CAPCELL PAK
MGII (50 x 250 mm). Se realiz6 una elucion en gradiente de densidad lineal (60 minutos) para A/B: 68/32-58/42 con
un caudal de 45 mL/min, empleando como eluyente A: 0,1% de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que con-
tenia 0,1% de TFA sobre la HPLC preparativa. El producto eluido se fraccioné en tubos de ensayo de aproximada-
mente 14 mL cada uno. Supervisando cada fraccion sobre HPLC, se identificaron solo las fracciones que contenian
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el producto. Las fracciones se reunieron y se liofilizaron para proporcionar 352,2 mg de polvo blanco.

En AcCN-agua, 352,2 mg (286,7 pmol) de la muestra purificada obtenida se disolvieron y 1,195 mL (1,433 mmol
equivalente) de resina AG 1x8 AcO se afiadieron a la solucion. A la vez que se agitaba manualmente de forma oca-
sional, la solucién se dejé reposar durante una hora, y se filtro a través de un filtro de membrana de PTFE que tenia
un diametro de poro de 3 pm. El filtrado se transfirié a un frasco de recuperacion y el disolvente se eliminé por desti-
lacion. A continuacion, se afadieron 3 mL de acido acético al residuo. Después de someter la mezcla a ultrasonidos
durante 5 minutos con un aparato de ultrasonidos, se afiadieron 12 mL de agua a la solucién. A la vez que se enfria-
ba sobre un bafio de hielo, la solucion de acido acético al 20% resultante se liofilizé para proporcionar 321,8 mg de
polvo blanco.

Espectro de masas (M+H)" 1228,4 (calcd. 1228,7)

Tiempo de elucién sobre HPLC: 20,2 min.

Condiciones de la elucion:

Columna: SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucién en gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 95/5-45/55, utilizando como eluyente A: 0,1%
de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA (25 min)

Caudal: 1,0 mL/min.

El analisis de los aminoacidos (acido clorhidrico al 20% que contenia acido tioglicélico al 4%, 110°C, hidrdlisis duran-
te 24 horas; los numeros entre paréntesis muestran los valores teéricos): Thr 0,95 (1); Tyr 0,95 (11); Cha 1,00 (1)

EJEMPLO 2
Produccion de des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Thr5,Cha6,Gly7W((E)CH=CH)Leu8,Trp10]MS10 (Compuesto n° 926)

Usando como material de partida 3,33 g (1,5 mmol) de resina Rink amida MBHA-Fmoc (0,45 mmol/g), se realizo la
sintesis en fase solida con Fmoc para proporcionar resina Rink amida MBHA-Fmoc-Arg(Pbf)-Trp(Boc). Después de
que la resina Rink amida MBHA-Fmoc-Arg(Pbf)-Trp(Boc) se habia hinchado en DMF, la mezcla se traté con solucion
al 20% de piperidina/DMF para escindir el grupo Fmoc. Posteriormente, la resina se traté en DMF con 1,57 g (4,0
mmol) de Fmoc-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-OH, 1,39 ml (8,0 mmol) de DIEA, 8,0 ml (4,0 mmol) de solucién de HOAt/DMF
0,5 My 2,09 g (4,0 mmol) de PyAOP a temperatura ambiente durante 24 horas. Después de lavar la resina con
DMF, el péptido N-terminal se extendid mediante la sintesis en fase sélida con F-moc para proporcionar la resina
Rink amida MBHA-Fmoc-Cha-GlyW[(E)CH=CH]Leu-Arg(Pbf)-Trp(Boc). Después de desproteger el grupo Fmoc N-
terminal mediante tratamiento con piperidina/DMF al 20%, la resina se traté6 en DMF con Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-OH
2,48 g (4,5 mmol), 734 mg (4,5 mmol) de HOOBt y 716 mL (4,5 mmol) de DIPCDI durante 60 horas. La resina Rink
amida MBHA-Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW[(E)CH=CH]Leu-Arg(Pbf)-Trp(Boc) resultante se lavé en MeOH y se
seco. Al total de la resina resultante se afadieron 60 mL de TFA : tioanisol : m-cresol: H,O: EDT: TIS
(80:5:5:5:2,5:2,5). Después de agitar durante 90 minutos a temperatura ambiente, la solucion de la reaccion se afia-
di6 gota a gota bajo enfriamiento rapido, a la vez que se eliminaba la resina haciéndola pasar a través de un filtro de
vidrio, formandose de este modo polvo blanco del péptido crudo.

El péptido crudo obtenido se purificé separadamente cinco veces sobre HPLC preparativa empleando una columna
SHISEIDO CAPCELL PAK MGII (50 x 250 mm). La elucion con gradiente de densidad lineal (60 minutos) para A/B:
69/31-59/41 o 68/32-58/42 se realiz6 con un caudal de 45 mL/min, utilizando eluyente A: TFA 0,1% en agua y elu-
yente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA sobre HPLC preparativa. El producto eluido se fracciono en tubos de
ensayo de aproximadamente 14 mL cada uno. Supervisando cada fraccion sobre la HPLC, se identificaron solo las
fracciones que contenian el producto. Las fracciones se reunieron y se liofilizaron para proporcionar un polvo blanco.

El total se disolvié en acetonitrilo-agua y se afiadieron 0,824 mL (1,005 mmol equivalente) de la resina AG 1x8 AcO
a la solucién. A la vez que se agitaba manualmente de forma ocasional, la solucién se dejoé reposar durante una
hora, y se filtré a través de un filtro de membrana de PTFE que tenia un diametro de poro de 3 um. El filirado se
transfirid a un frasco de recuperacion y el disolvente se eliminé por destilacion. A continuacion, se afiadieron 2 mL
de acido acético al residuo. Después de someter la mezcla a ultrasonidos durante 5 minutos con un aparato de ul-
trasonidos, se afiadieron 8 mL de agua a la solucién. A la vez que se enfriaba sobre un bafio de hielo, la solucion de
acido acético al 20% resultante se liofilizd para proporcionar 304,7 mg de polvo blanco.

Espectro de masas (M+H)" 1199,6 (calcd. 1199,7)
Tiempo de elucién sobre HPLC: 20,2 min.
Condiciones de la elucion:

Columna: SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (4,6 x 100 mm)
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Eluyente: Elucién en gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 95/5-45/55, utilizando como eluyente A: 0,1%
de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA (25 min)

Caudal: 1,0 mL/min.

El analisis de los aminoacidos (acido clorhidrico al 20% que contenia acido tioglicélico al 4%, 110°C, hidrdlisis duran-
te 24 horas; los numeros entre paréntesis muestran los valores teéricos): Asp: 0,93 (1); Thr 0,89 (1); Tyr 0,96 (11);
Cha 1,00 (1); Arg 0,98 (1)

EJEMPLO 3
Produccion de des(1)-Ac-[D-Tyr2,Hyp3,Alb4,Thr5,Cha6,Gly7%¥((E)CH=CH)Leu8,Trp10]MS10
(Compuesto n° 927)

Después de disolver 3,66 g (0,55 mmol) de resina Rink amida MBHA-Fmoc se hinché en DMF, la cadena peptidica
se extendié mediante sintesis en fase soélida con Fmoc. El grupo Fmoc N-terminal de la resina Rink amida MBHA-
Fmoc-D-Tyr(Bu')-Hyp(Bu')-Alb-Thr(Bu')-Cha-GlyW[(E)-CH=CH]Leu-Arg(Pbf)-Trp(Boc) asi obtenida se desprotegio
mediante tratamiento con 20% de piperidina/DMF. A continuacion, la resina se suspendié en aproximadamente 10
mL de DMF, y 208 pl (2,2 mmol) de Ac;O y 383 pl (2,2 mmol) de DIEA se afadieron respectivamente, seguido de
agitacion durante 20 minutos. La resina se lavé con DMF. Después de confirmar que la reaccion se habia llevado a
cabo, la resina se lavé en MeOH y se seco.

A 5,9695 g de la resina resultante, se afiadieron 50 mL de TFA : tioanisol : m-cresol : H,O : EDT : TIS
(80:5:5:5:2,5:2,5) y la mezcla se agité durante 90 minutos a temperatura ambiente. Mientras que se eliminaba la
resina haciéndola pasar por un filtro de vidrio, la solucion de la reaccién se afiadié gota a gota a éter enfriado rapi-
damente con agitacion para formar polvo blanco del péptido crudo. La resina se lavé a fondo con una solucion de
desproteccion y después se devolvié a la solucién de reaccion. La resina se traté de nuevo con el mismo volumen de
la solucién de desproteccion a temperatura ambiente durante 20 horas y se afiadié éter del mismo modo gota a gota
para formar polvo blanco del producto.

La mezcla de polvo blanco y éter se separ6 por centrifugacion, respectivamente. El éter se retir6 mediante decanta-
cion y este proceso se repitid dos veces hasta eliminar el acido y el agente secuestrante. El residuo se seco y se
extrajo con solucion acuosa de acido acético. El extracto se hizo pasar a través de un filtro de disco de 0,45 ym para
eliminar las particulas finas, seguido de concentracion en un evaporador. El residuo se diluy6 en solucién acuosa de
acetonitrilo y se liofilizé para proporcionar un total 1,646 g de polvo de color blanco a marron.

El péptido crudo obtenido se purificé separadamente seis veces sobre HPLC preparativa empleando una columna
SHISEIDO CAPCELL PAK MGII (50 x 250 mm). La elucién en gradiente de densidad lineal (60 minutos) para A/B:
68/32-58/42 se realiz6 con un caudal de 45 mL/min utilizando eluyente A: TFA 0,1% en agua y eluyente B: acetonitri-
lo que contenia 0,1% de TFA sobre HPLC preparativa. El producto eluido se fraccion6 en tubos de ensayo de apro-
ximadamente 14 mL cada uno. Supervisando cada fraccién sobre la HPLC, se identificaron solo las fracciones que
contenian el producto. Las fracciones se reunieron y se liofilizaron para proporcionar 436,9 mg de un polvo blanco.

En AcCN-agua, 416,9 mg (343,3 umol) de la muestra purificada obtenida y 1,430 mL (1,717 mmol equivalente) de la
resina AG 1x8 AcO se afiadieron a la solucion.

Mientras que se agitaba ocasionalmente de forma manual, la solucidn se dejé reposar durante una hora y se filtr6 a
través de un filtro de membrana de PTFE que tenia un diametro de poro de 3 um. El filtrado se transfirié a un frasco
de recuperacion y el disolvente se eliminé por destilacion. A continuacion, se afadieron 4 mL de acido acético al
residuo. Después de someter la mezcla a ultrasonidos durante 5 minutos con un aparato de ultrasonidos, se anadie-
ron 16 mL de agua a la solucién. A la vez que se enfriaba sobre un bafio de hielo, la solucidn resultante de acido
acético al 20% se liofilizé para proporcionar 368,4 mg de polvo blanco.

Espectro de masas (M+H)" 1214,6 (calcd. 1214,7)

Tiempo de elucién sobre HPLC: 20,1 min.

Condiciones de la elucion:

Columna: SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (4,6 x 100 mm)

Eluyente: Elucién en gradiente de densidad lineal con eluyentes A/B = 95/5-45/55, utilizando como eluyente A: 0,1%
de TFA-agua y como eluyente B: acetonitrilo que contenia 0,1% de TFA (25 min)

Caudal: 1,0 mL/min.
El analisis de los aminoacidos (acido clorhidrico al 20% que contenia 4% de acido tioglicdlico, 110°C, hidrdlisis du-

rante 24 horas; los numeros entre paréntesis muestran los valores tedricos): Thr 0,95 (1); Tyr 0,97 (11); Cha 1,00 (1);
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Arg 0,99 (1)

Los compuestos sintetizados en los EJEMPLOS 1 a 3 se muestran en la TABLA 2 a continuacién, en términos de
sus estructuras, propiedades fisicoquimicas, etc.

La descripcion de “Sintesis” en la tabla indica que:

los compuestos descritos en los EJEMPLOS 1-3 se sintetizaron mediante Sintesis G descrita en la columna de “Sin-
tesis”.

La descripciéon de “condicion de HPLC” en la tabla indica que:

los compuestos descritos en los EJEMPLOS 1-3 se pueden eluir con las condiciones d, descritas en la columna
“Condiciones de HPLC”.
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EJEMPLO DE ENSAYO 1
Medicion de la Actividad Agonista sometiendo a Ensayo Cambios en el Nivel de lones de Calcio Intracelular
1) Preparacion de lineas celulares de expresion estable de metastina humana y de metastina de rata

Lineas celulares de expresion estable de metastina humana y metastina de rata se obtuvieron transfectando el
plasmido de expresién para células animales en células CHO/dhfr” empleando el kit de transfeccién CellPhect Trans-
fection (fabricado por GE Healthcare). En primer lugar, 240 pL de Tampon A (adjunto al kit de CellPhect Transfec-
tion) se afadieron a 9,6 ug de ADN plasmidico disuelto en 240 L de agua destilada, seguido de agitacion. Después
de dejar reposar la mezcla durante 10 minutos, se afiadieron 480 uL de Tampon B (adjunto al kit de CellPhect Trans-
fection) a la mezcla que se agito fuertemente para formar liposomas que contenian el ADN. A continuacion, 4 x 10°

células CHO/dhfr (obtenidas a partir del ATCC) se inocularon sobre una placa Petri de 60 mm. Después de cultivar
las células en medio F12 de Ham (fabricado por Nissui Seiyaku Co., Ltd.) complementado con 10% de suero de
ternera fetal (fabricado por BIO WHITTAKER, Inc.) a 37°C durante 2 dias en 5% de gas dioxido de carbono, se afia-
dieron gota a gota 480 mL de los liposomas a las células sobre la placa Petri. Después de cultivar las células en una
incubadora con CO> (5% de CO, 37°C) durante 6 horas, las células se lavaron dos veces con medio F12 de Ham
exento de suero y 3 mL de 15% de glicerol se afiadio a las células sobre la placa Petri, seguido de un tratamiento
durante 2 minutos. Las células se lavaron de nuevo dos veces con medio F12 de Ham exento de suero, seguido de
incubacion en medio F12 de Ham complementado con 10% de suero de ternera fetal en una incubadora con CO»
(5% de COg, 37°C) durante 15 horas. Las células se dispersaron mediante tratamiento con tripsina para recuperarlas
de la placa Petri. Las células recuperadas se inocularon sobre una placa de 6 pocillos a 1,25 x 10* células cada
pocillo y se inicio la incubacién en una incubadora con CO- (5% de CO,, 37°C) en medio Eagle modificado por Dul-
becco (DMEM, fabricado por Nissui Seiyaku) que contenia 10% de suero de ternera fetal dializado (fabricado por
JRH BIOSCIENCES, Inc.). Los transformantes de CHO transfectados con el plasmido se cultivaron en el medio,
pero las células no transfectadas murieron gradualmente, a medida que se cambiaba el medio los Dias 1 y 2 des-
pués de iniciar la incubacién para eliminar las células muertas. Se aislaron aproximadamente 20 colonias de los
transformantes de CHO que continuaron creciendo los Dias 8 a 10 después de la incubacion. A partir de las células
en estas colonias, se seleccionaron células que mostraban una reactividad elevada con la metastina peptidica ligan-
do (de aqui en adelante, denominadas simplemente cepas h175KB19 y h175KB29) para facilitar el siguiente experi-
mento.

2) Siembra de células

La linea celular CHO con expresion de metastina humana (la cepa h175KB19 se describe en una seccion aparte) y
la linea celular CHO con expresion de metastina de rata (la cepa h175KB29 se descrlbe €n una seccion aparte) se
sembraron en una placa de 96 pocillos (tipo 3904, fabricada por Coming) a 3 x 10* células/pocillo, seguido de incu-
bacién en una incubadora con CO; (5% de CO2, 37°C) durante 24 horas. Como medio se empleé medio MEMa
(exento de acido nucleico, fabricado por Nikken Bio Medical Laboratory) complementado con 10% de suero de terne-
ra fetal dializado (fabricado por Thermo, MultiSer).

3) Carga de Fluo-4 NW en las células

En un tampon de ensayo, se prepard una 1 x solucion salina equilibrada de Hank (HBSS, fabricada por GIBCO)
complementada con 0,1% de BSA, HEPES 20 mM (pH 7,4, fabricada por GIBCO) y Probenecid 1 mM (fabricado por
Molecular Probes). El medio en los pocillos de la placa sembrada con las células se retiré y se afadieron 100 yL de
tampodn de ensayo (se mantuvo caliente a 37°C) a cada pocillo. Después de cargar 10 mL del tampén de ensayo (el
volumen para someter a ensayo dos placas) en una botella con mezcla de colorante Fluo-4NW (Componente A, kit
de ensayo con calcio y Fluo-4 NW (paquete inicial), fabricado por Molecular Probes), la mezcla se agité cuidadosa-
mente para preparar la solucién de carga de Fluo-4 NW. Esta solucion de carga se cargé en cada pocillo con 50 pl
en cada uno, y reaccion6 en una incubadora con CO; (5% de CO,, 37°C) durante 30 minutos para cargar el Fluo-4
NW en las células. Posteriormente, las células se dejaron reposar a temperatura ambiente (25°C) durante 15 minu-
tos y después se utilizaron para el ensayo.

4) Medicion de la actividad agonista

Para supervisar la actividad agonista de un compuesto del ensayo, el compuesto del ensayo diluido en el tampdn del
ensayo descrito anteriormente, se distribuyd en una placa de 96 pocillos (tipo 3363, fabricada por Coming) a 80 pl
cada pocillo para preparar la placa del compuesto. La placa de células cargadas con Fluo-4 NW y la placa del com-
puesto se colocaron en un lector de placas por formacion de imagen fluorométrica (FLIPR, fabricado por Molecular
Devices) y se afiadié 50 pl a cada pocillo a través de una pipeta automatica en el FLIPR. La respuesta agonista
cuando se estimulaba con el compuesto se vigil6 a través de una camara CCD en el FLIPR, en términos de cambios
en los niveles de iones de calcio intracelular (cambios en la fluorescencia de Fluo-4 NW).

La actividad agonista especifica de metastina humana (45-54)* se refiere al valor obtenido sustrayendo el cambio en
la fluorescencia en el grupo control sin ningun aditivo, del cambio en la fluorescencia inducido por metastina (45-54).
La actividad agonista especifica de un compuesto del ensayo se refiere al valor obtenido sustrayendo el cambio en
la fluorescencia observado en el grupo control en ausencia de ningiin compuesto del ensayo, del cambio en la fluo-

40



10

15

20

25

30

35

40

ES 2539430 T3

rescencia observado cuando se afiadia el compuesto del ensayo. El nivel de compuesto que mostraba el 50% de
actividad de respuesta agonista (valor CEsg) se calculd a partir de la curva de dosis-respuesta. Cuando la respuesta
maxima de la actividad agonista especifica de la metastina humana (45-54) era del 100%, la CEsg se calcul6 sobre
un compuesto del ensayo que mostraba 70% o mas de actividad maxima, en comparacion con la respuesta maxima.

* El péptido utilizado y sintetizado a partir de los aminoacidos 45 al 54 en la secuencia de aminoacidos de la metas-
tina humana [metastina humana (45-54)] es el producto sintético procedente de Peptide Institute, Inc.

La actividad agonista de cada compuesto del ensayo [expresada por la actividad especifica de la CEsp de un com-
puesto del ensayo basandose en la CEsp de la metastina (45-54)] se muestra en la TABLA 3. Los datos revelan que
los compuestos de la presente invencion tienen actividades agonistas excelentes sobre los receptores de la metasti-
na.

TABLA 3

Compuesto n° | Actividad especifica

903 0.4
926 0,6
927 0,5

EJEMPLO DE ENSAYO 2

Evaluacion del Efecto Reductor del Nivel de Testosterona en Sangre de Derivados del Péptido de Metastina Em-
pleando Ratas Macho Maduras

En los derivados del péptido de metastina mostrados en las TABLAS 1y 2, los efectos reductores del nivel de tes-
tosterona en sangre se evaluaron sobre los compuestos.

Un derivado del péptido de metastina (de aqui en adelante denominado péptido) se disolvio en 50% de solucion
acuosa de DMSO (DMSO: Sigma-Aldrich, agua destilada para inyeccion: Otsuka Pharmaceutical) para preparar una
solucién de péptido con la concentracion de 0,1, 0,03 o 0,01 mM. Esta solucién de péptido se cargd en cinco bom-
bas osmoéticas ALZET (Modelo 2001, 0,2 mL de volumen, tasa de liberacion: 0,001 mL/h, DURECT Corporation). La
bomba ALZET cargada con la solucion de péptido se implanté subcutaneamente en 5 ratas macho CD(SD)IGS con
una edad de 9 semanas después del nacimiento (Charles River Japan, Inc.), en la espalda con anestesia de éter,
una bomba/animal. Como control negativo, se cargd una solucion acuosa de DMSO al 50% en 5 bombas osméticas
ALZET las cuales se implantaron de forma similar en 5 ratas macho CD(SD)IGS (Charles River Japan, Inc.), respec-
tivamente. Estas ratas fueron alimentadas durante 6 dias con condiciones de alimentacién normales. Después de
pesarlo, el animal fue decapitado para recoger la sangre. A continuacion, se afiadieron 0,03 mL de solucién de apro-
tinina/mL de sangre (Trasylol, Bayer) que contenia 0,1 g/mL de EDTA.2Na a la sangre, el plasma se separd y se
recupero6 por centrifugacion a 1.800 x g durante 30 minutos. A partir del plasma obtenido, se aplicaron 0,05 mL a un
radioinmunoensayo (DPC.Total Testosterone Kit, Diagnostic Products Corporation) para medir el nivel de testostero-
na plasmatica en cada rata. Los péptidos se muestran en la TABLA 4, cuando el nimero de ratas que mostraba un
nivel de testosterona inferior al limite medido (0,04 ng/mL de nivel plasmatico) en el radioinmunoensayo era 3 o
superior en las 5 ratas que recibieron los péptidos.

TABLA 4

Compuesto n°

903

926

927

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan derivados estables de metastina que tienen excelentes pro-
piedades bioldgicas (una actividad supresora de la metastasis del cancer, una actividad supresora del crecimiento
del cancer, una actividad estimulante de la secrecion de hormona gonadotréfica, una actividad estimulante de la
secrecion de hormonas sexuales, una actividad supresora de la secrecion de hormona gonadotréfica, una actividad
supresora de la secrecion de hormonas sexuales, etc.).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Takeda Pharmaceutical Company Limited
<120> Derivados de metastina y uso de los mismos
<130> PCT07-0053

<150> JP2007-221911
<151> 28-08-2007

<150> JP2007-021387
<151> 31-01-2007

<150> JP2006-290536
<151> 25-10-2006

<160> 22
<210> 1
<211> 54
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Gly Thr Ser Leu Ser Pro Pro Pro Glu Ser Ser Gly Ser Arg Gln Gln
1 5 10 15
Pro Gly Leu Ser Ala Pro His Ser Arg Gln Ile Pro Ala Pro Gln Gly
20 25 30
Ala Val Leu Val Gln Arg Glu Lys Asp Leu Pro Asn Tyr Asn Trp Asn
35 40 45
Ser Phe Gly Leu Arg Phe
50
<210> 2
<211> 162
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 2
ggtacttctc tgtctccgee gecggaatet tetggttectc gtcagecagee gggtetgtet
gcetecgeact ctegtecagat ccecggetecg cagggtgetg ttctggttca gegtgaaaaa
gacctgecga actacaactg gaactcttte ggtetgegtt te
<210> 3
<211> 152
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
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Met Tyr

Glu Thr

Trp Gln

Leu

Val

Leu

Arg
5

Asp
20

Leu Leu L

35

Ala Lys

50

Leu Val
65
Gly Ser

Glu Gly

Leu Ile

Val

Asn

Ala

Pro

Pro

Ala Pro G

Ala Trp G
Gly

85
Ala
100
Ala

115

Leu Ser
130
Gln Ala
145
<210> 4

<211> 456
<212> DNA

Thr

Ala

Tyr

Arg

Phe Gly Val Asp

Leu Pro Leu Pro

eu Leu Cys
40
ly Ser Thr
55
lu Lys Glu
70

Leu Arg Ala Arg

Gly Arg Gln Arg

Pro Arg Gly Ala

120

Asn Trp Asn Ser

135

Ala Ala Arg Gly

150

<213> Mus musculus

<400> 4

atgtatctga
ctgececcttc
gtcgecaccet
ggaccccagg
gggtctgeag
gggegeceage
gtgctggtge
tacggcagga
<210>5

<211> 156
<212> PRT

gatttggegt
ctcccagaat
atggggagece
aactcgttaa
ggctgegege
ggeceeetgtg
agcgggagaa

ggecaggegsge

<213> Mus musculus

tgatgtctge
gatctcaatg
gctggcaaaa
tgcctgggaa
tcgtaggticg
tgeeteeege
ggacctgtce

gcgggecagea

Arg Ser

ES 2539430 T3

Val Cys Ser

10

Pro Arg Met
25

Val Ala Thr

Gly Gln Gln

Tyr
75

Ser Arg

Ser
90

Pro Leu Cys

105

Val Leu Val

Phe Gly Leu

agcctgagtc
gcttcttgge
gtgaagccetg
aaggaatcgc
tcgccatgee
agtcgcctga
acctacaact

C88BEC

Leu Ser Pro Trp

Ile Ser Met Ala

Lys
15

Ser

30

Tyr Gly Glu Pro

45

Ser Gly Pro Gln

60

Ala Glu Ser Lys

Pro Cys Pro Pro

Leu

Glu

Pro

80
Val
95

Ala Ser Arg Ser Arg
110
Gln Arg Glu Lys Asp

125

Arg Tyr Gly Arg Arg

140

cctggaagga
agctgectget
gatccacagg
ggtatgcaga
cgceggttga
tceetgegee

ggaactcctt

43

gactgtagac( 60
120
180
240
300
360
420
456

tctectetgt
ccagcagtcc
gagcaagcct
gggeccecegeg
ccgeggageg

cggeetgege
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<400> 5

Met Tyr Leu Arg

Glu Thr Val

Trp Gln Leu

5
Asp
20

Leu Leu L

35

Ala Lys Val

50

Gly Pro Gln

65
Glu

Cys

Ser

Ser Lys

Pro Pro

Arg Ser

Ala

Glu

Gly S

85
Glu

Pro

Val
100

Arg Leu I

115

Arg
130
Tyr
145
<210>6

<211> 468
<212> DNA

Glu Lys

Gly Arg

Asp Leu S

Arg Gln

1

<213> Mus musculus

<400> 6

atgtatctga
ctgeccectte
gtcgecacet
ggccagecagt
gagagcaagc
gagggceeeg
cccegeggag
ttcggeetge
<210>7

<211> 130
<212> PRT

gatttggegt
ctcccagaat
atggggagee
ccggacccecea
ctgggtetge
cggggegeea
cggtgetggt

gctacggcag

Phe Gly Val

Leu Pro Leu

Pro Leu

Leu Val

Gly

Ala

Asp

Pro

eu Leu Cys
40
Val
55

Asn Ala

Lys

70

er Ala Gly

Pro Ala

le Pro Ala
120
Thr
135

Ala

er Tyr
Arg
50

tgatgictge
gatctcaatg
gctggcaaaa
ggaactcgtt
agggectgege
gcggececctg
gcagceggeag

gaggcaggcesg

ES 2539430 T3

Val Cys Ser

10

Pro Arg Met
25

Val Ala Thr

Pro Gly Ser

Trp Glu Lys

75

Leu Arg Ala

90

Gly Arg Gln
105

Pro Arg Gly

Asn Trp Asn

Ala Ala Arg
155

agcctgagtc
gcttcttgge
gtggcacctt
aatgcctggg
getegtaggt
tgtgectecee
aaggacctgt

gegegggeasg

Leu Ser Pro

Ile Met
30

Glu

Ser
Tyr Giy
45
Thr
60
Glu

Gly Gln

Ser Arg

Arg Arg Ser

Arg Pro Leu
110
Ala Val
125

Phe

Leu

Ser Gly
140

Gly

cctggaagga
agctgectget
tggtgaagece
aaaaggaatc
cgtegeeatg
gcagtcgecet
ccacctacaa

cacgggsc

44

Trp Lys

15
Ala Ser

Pro Leu

Gln Ser

Tyr Ala

80

Ser Pro
95

Cys Ala

Val Gln

Leu Arg

gactgtagac
tctectetgt
tggatccaca
gcggtatgea
ccecgeeggtt
gatccctgeg

ctggaactcce

60
120
180
240
300
360
420
468
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<213> Rattus sp.

<400> 7

Met Thr Ser Leu Ala

Ser

Pro

Lys

50

Ala

65

Gln

Gly

Asn

115

Arg Gly
130
<210> 8

<211> 390
<212> DNA

Phe Gly Glu Pro

Arg Arg

Arg Pro

Ser Val

Ser Phe

5

20

Thr Gly Gln Gln Ser
35

Gly Pro Arg Tyr Ala

Thr

Cys
85
Leu Val
100
Gly

Pro

<213> Rattus sp.

<400> 8

atgacctcge
ccactggcaa
caggaactcg
gcaggactge
cagecggecce
gtgcagegeg
aggaggcagg
<210>9

<211> 398
<212> PRT

tggeticttg
aaatggcacc
ttaatgectg
gegetegeeg
cgtgtgecac
agaaggacat

tggegegggce

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser

Leu

Ser Pro

Ala

Gln

Leu Arg

Trp

Ala

40

Glu

55

Cys
70

Thr

120

gcagctgetg
tgtggtgaac
gcaaaagggc
aacatcgcca
ccgecagtege
gtcagcctac

ggcacgggge

Lys Met
Gly Pro Gln Glu
Ser Lys
Pro Pro Val
Arg Ser
Arg Glu Lys

Tyr Gly Arg Arg
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Gln Leu Leu Leu

10
Ala Pro
25
Leu
Pro Gly
Glu
75
Arg Leu
90
Asp Met
105
Gln

cttctectcet
cctgaaccca
ccgeggtatg
tgeceegeegg
ctgatccctg

aactggaact

Val
15
Asn Pro Glu

Leu Leu Cys Ala

Val Val

30
Val Asn Ala
45

Ala

Trp Gln

Ala
60

Gly Leu Arg

Thr Gly His

80

Asn Pro

Ile Pro Ala Pro Arg

95
Ser Ala

Tyr Asn Trp

110
Val Ala

125

Arg Ala Ala

gtgtggecte ttttggggag
caggccaaca gtccggacce
cagagagcaa gcetgggget
tggagaaccc cacggggcac
cgececegegg atcggtgetg

cctttggeet gegetacgge

45

60
120
180
240
300
360
390
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Met His Thr Val Ala Thr Ser Gly Pro Asn Ala Ser Trp

5
Ala Asn Ala Ser Gly Cys Pro Gly Cys
20 25
Pro Val Pro Ser Pro Arg Ala Val Asp
35 40
Phe Ala Ala Leu Met Leu Leu Gly Leu
50 55
Tyr Val Ile Cys Arg His Lys Pro Met
65 70
Ile Ala Asn Leu Ala Ala Thr Asp Val
85
Pro Phe Thr Ala Leu Leu Tyr Pro Leu

10
Gly

Ala

Val

Arg

Thr

90

Pro

Ala Asn Ala

Trp Leu Val
45

Gly Ala Pro

15

Ser Asp Gly

30

Pro

Leu

Gly Asn Ser Leu Val

60
Thr Val Thr
75
Phe Leu Leu

Gly Trp Val

46

Asn

Cys

Leu

Phe

Cys
95
Gly

Phe

Ile

Tyr

80

Val

Asp



Phe

Thr

Val

145

Ala

Val

Glu

Leu

Ala

226

Ala

Val

Gly
Lys
305

Leu

Val

Met

Cys

130

Phe

Val

Leu

Ala

Leu

210

Ala

Asp

Arg

Ala

Pro

290

Thr

Leu

Cys

Cys

115

Ala

Pro

Ser

Ala

Phe

195

Ala

Met

Ser

Ala

Cys

275

Ala

Trp

Tyr

Pro

100

Lys

Thr

Leu

Leu

Leu

180

Pro

Leu

Leu

Ala

Lys

260

Trp

Gly

Ala

Ala

Cys
340

Phe

Leu

Arg

Ser

165

His

Ser

Tyr

Arg

Leu

245

Val

Gly

Ser

His

Phe
325

Val

Thr

Ala

150

Ile

Arg

Arg

Leu

His

230

Gln

Ser

Pro

Trp

Cys

310

Leu

Asn

Ala

135

Leu

Trp

Leu

Ala

Leu

215

Leu

Gly

Arg

Ile

His

295

Met

Gly

Tyr

120

Met

His

Val

Ser

Leu

200

Pro

Gly

Gln

Leu

Gln

280

Pro

Ser

Ser

Ala Pro Arg Arg
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105
Ile

Ser
Arg
Gly
Pro
185
Glu
Leu
Arg
Val
Val
265
Leu
Arg
Tyr
His

Pro

345

Gln

Val

Arg

Ser

170

Gly

Arg

Leu

Val

Leu

250

Ala

Phe

Ser

Ser

Phe

330

Arg

Gln
Asp
Thr
155
Ala
Prp
Ala
Ala
Ala
235

Ala

Ala

Leu

Tyr
Asn
315

Arg

Arg

Val

Arg

140

Pro

Ala

Arg

Phe

Thx

220

Val

Glu

Val

Val

Ala

300

Ser

Gln

Pro

47

Ser

125

Trp

Arg

Val

Ala

Ala

205

Cys

Arg

Arg

Val

Leu

285

Ala

Ala

Ala

Arg

110
Val

Tyr

Leu

Ser

Tyr

190

Leu

Ala

Pro

Ala

Leu

270

Gln

Tyr

Leu

Phe

Arg
350

Gln

Val

Ala

Ala

175

Cys

Tyr

Cys

Ala

Gly

255

Leu

Ala

Ala

Asn

Arg

335

Pro

Ala

Thr

Leu

160

Pro

Ser

Asn

Tyr

Pro

240

Ala

Phe

Leu

Leu

Pro

320

Arg

Gly
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Pro Ser Asp Pro Ala Ala Pro His Ala Glu Leu
355 360
His Pro Ala Pro Ala Arg Ala Gln Lys Pro Gly
370 375
Ala Arg Gly Leu Cys Val Leu Gly Glu Asp Asn

385 390 395

<210>10

<211> 1194

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 10

atgcacaccg tggctacgtc cggacccaac gegtectiggg

ggctgeeegg getgtggege caacgecteg gacggeccag

gacgecctgge tcgtgeeget cttettegeg gegetgatge

tcgectggtca tctacgtcat ctgecgecac aagecgatge

atcgccaacc tggecggecac ggacgtgace ttectectgt

ctgctgtace cgetgecegg ctgggtgetg ggegacttca

atccagcagg tctcggtgeca ggccacgtgt gccactctga

tggtacgtga cggtgttcce gttgegegee ctgeaccgee

gctgtcagee tcagcatctg ggtaggetet geggeggtet

caccgcctgt cacccgggec gegegectac tgcagtgagg

gagcgegeet tcgcactgta caacctgetg gegetgtace

tgegectget atgeggecat getgegecac ctgggeecges

gccgatagcg ccctgecaggg gcaggtgetg gcagagegeg

gtctegegge tggtggegege cgtggtectg ctettegeeg

ctgttecectgg tgetgcagge getgggecee gegggetect

gcctacgege ttaagacctg ggetcactge atgtcctaca

ctgetetacg ccttectggg ctcgecactte cgacaggect

gegeegegee geccccegecg cceeegeegg cccggacceet

gtcccacceg

accgcctggg gcececcecgecea

geggagetge

agtgggetgg cegegegegg getgtgegte ctgggggags
<210> 11

<211> 396

<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 11

His Arg Leu
365

Ser Ser Gly

380

Ala Pro Leu

gggcaccgge
tcecttegee
tgetgggecet
ggaccgtgac
gctgegtcece
tgtgcaagtt
ccgccatgag
gcacgccceeg
ctgegecggt
cctteeccag
tgctgeeget
tcgeegtgeg
caggecgeegt
cctgetggeg
ggcacccacg
gcaactccge
tcegeegegt

cggaccceege

gggcgeagaa

acaacgcccee

48

Gly Ser

Leu Ala

caacgcctce
gegggeegtg
ggtggggaac
caacttctac
cttcacggece
cgtcaactac
tgtggaccge
cctggegetg
gctcgeeetg
ccgegeectg
gctcgecace
ccecegegeee
gcgggcecaag
ccccatccag
cagctacgcce
gctgaacceg
ctgcccectge
agccccacac
gcecagggage
tcte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1194



Met

Ser

Pro

Phe

Phe

65

Ile

Pro

Phe

Thr

Val

145
Thr

Ala Ala Glu

Asn Ala Ser
20
Gly Ser Ala
35
Ala Ala Leu
50
Val Ile Cys

Ala Asn Leu

Phe Thr Ala
100
Met Cys Lys
115
Cys Ala Thr
130
Phe Pro Leu

Val Ser Leu

Ala Thr Leu
5
Gly Cys Pro

Pro Arg Pro
Met Leu Leu
55
His
70

Ala Ala Thr
85

Arg Lys

Leu Leu Tyr

Phe Val
Leu Thr Ala
135

Arg Ala Leu
150

Ser Ile

165

Trp

Asn

Gly

Gly

Leu

40

Gly

His

Asp

Pro

Tyr

120

Met

His

Val
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Pro

Cys

25

Asp

Leu

Met

Val

Leu

105

Ile

Ser

Arg

Gly

Asn

10

Gly

Ala

Val

Gln

Thr

90

Pro

Gln

Val

Arg

Ser

170

Val

Val

Trp

Gly

Thr

75

Phe

Thr

Gln

Asp

Thr

155
Ala

Ser

Asn

Leu

Asn

60

Val

Leu

Trp

Val

Arg

140

Pro

Ala

49

Trp

Ala

Val

45

Ser

Thr

Leu

Val

Ser

125

Trp

Arg

Val

Trp
Ser
30

Pro
Leu
Asn
Cys
Leu
110
Val
Tyr

Leu

Ser

Ala

15

Asp

Leu

Val

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Val

Ala

Ala
175

Pro

Gly

Phe

Ile

Tyr

80

Val

Asp

Ala

Thr

Leu

160

Pro



Val

Glu

Leu

Gly

225

Thr

Val

Ala

Gly

Lys

305

Leu

Val

His

His

Ser

385

Leu

Ala

Leu

210

Ala

Asp

Arg

Ala

Pro.

290
Ile

Leu

Cys

Ser

Pro

370

Pro

<210> 12
<211> 1188
<212> DNA
<213> Rattus sp.

<400> 12

Ala

Phe

195

Ala

Met

Gly

Thr

Cys

275

Ser

Trp

Tyr

Pro

Asp

365

Val

Ser

Leu

180

Pro

Leu

Leu

Ala

Lys

260

Trp

Gly

Ala

Ala

Cys

340

Arg

Arg

Val

His Arg

Ser Arg

Tyr Leu

Arg His

230

Leu Gln

245

Val Ser

Gly Pro

Ala Trp

His Cys

310

Phe Leu

325

Gly Pro

Ala Ala

Val Arg

Gln Asp
390

Leu

Ala

Leu

215

Leu

Gly

Arg

Ile

His

295

Met

Gly

Gln

Pro

Thr

375
Glu

Ser

Leu

200

Pro

Gly

Gln

Leu

Gln

280

Pro

Ser

Ser

Arg

His

360

Pro

His
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Pro

185

Glu

Leu

Arg

Leu

Val

265

Leu

Arg

Tyr

His

Gln

345

Ser

Glu

Thr

Gly

Arg

Leu

Ala

Leu

250

Ala

Phe

Ser

Ser

Phe
330

Arg

Val

Pro

Ala

Pro

Ala

Ala

Ala

His

Phe

Thr

220
Val

235 -

Ala

Ala

Leu

Tyr

Asn

316

Arg

Arg

Pro

Gly

Pro

395

Gln

Val

Val

Ala

300

Ser

Gln

Pro

His

Asn

380

Leu

50

Thr

Ala

205

Cys

Arg

Arg

Val

Leu

285

Ala

Ala

Ala

His

Ser

365

Pro

Tyr
190

Leu

Ala

Pro

Ala

Leu

270

Gln

Tyr

Leu

Phe

Ala

350

Arg

Val

Cys

Tyr

Cys

Ala

Gly

255

Leu

Ala

Ala

Asn

Cys

335

Ser

Ala

Val

Ser

Asn

Tyr

Pro

240

Ala

Phe

Leu

Leu

Pro

320

Arg

Ala

Ala

Arg



atggecgcag
ggatgceegg
gatgcctgge
tcactggtca
atcgctaacc
ctcctetate
atccagcagg
tggtacgtga
actgtcagcc
caccgcctgt
gagcgegett
tgegeetget
actgatggceg
gtctececegge
ctgttcctgg
gcctacgege
ctgctctatg
ggeccgeaac
agtgtgeege
cctgtggtge
<210> 13

<211> 396
<212> PRT

aggcgacgtt
getgeggtgt
tggtgeeccet
tcttcgttat
tggeggecac
cgctgcececac
tctcggtgea
ctgtgttcce
ttagcatctg
cgceegggece
tcgegeteta
acggtgccat
ccetgeaggg
tggtggeege
tgcttcaage
tcaagatctg
ccttcctggg
gccagegtceg
acagccggge

gctegeecte

<213> Mus musculus

<400> 13

gggtecgaac
céatgcctcg
gtttttcget
ctgecgecac
agatgtcact
ctgggtgetg
agccacatgt
gctgegtgea
ggtgggttce
tcacacctac
caacctgetg
gctgegeeac
gcagctgeta
tgtcgtectg
cctgggecece
ggctcactge
tteccactte
gceccacgeg
tgcgecaccet

tgttcaggat

ES 2539430 T3

gtgagetggt
gatggcccag
gcectaatgt
aagcacatgc
ttecttetigt
ggagacttca
gccactttga
cttcaccgce
gcagetgttt
tgcagtgagg
gcectatace
ctgggeegeg
gcacagegeg
ctcttcgeeg
tcggeggeet
atgtcctaca
agacaggccet
tcagcgcact
gtccgggtca

gaacacactg

gggeteegte
gcteegegee
tgctgggget
agaccgtcac
gctgegtace
tgtgcaaatt
cagccatgag
gcactcecgeg
ccgececeeggt
cgtttecccag
tgctgeceget
ccgectgtacg
ctggagcagt
cctgetgggg
ggcaccctcg
gcaattctge
tctgeegegt
cggaccgagc
ggacccccega

cccecactce

51

caacgcttcg
aaggcccctg
agtcgggaac
caatttctac
cttcaccgeg
cgtcaactac
tgtggaccge
cctggeecetg
getggetetg
ccgtgeeetg
gctcgecace
cceccgeaccee
gcgeaccaag
cccgatccag
aagctatgcc
gctcaacceg
gtgceectge
cgcaccccat

geetgggaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1188



Met Ala

Ser Asn

Pro Gly

Phe Ala
50

Tyr Val

65

Ile Ala

Pro Phe

Phe Met

Thr Cys
130

Val Phe

145

Ala Val

Val Leu

Glu Ala

Leu Leu
210

Gly Ala

225

Thr Asp

Thr

Ala

Ser

35

Thr

Ile

Asn

Thr

Cys

115

Ala

Pro

Ser

Ala

Phe

195

Ala

Met

Gly

Glu

Ser

20

Ala

Leu

Cys

Leu

Ala

100

Lys

Thr

Leu

Leu

Leu

180

Pro

Leu

Leu

Ala

Ala

Gly

Pro

Met

Arg

Ala
85

Leu

Phe

Leu

Arg

Ser

165

His

Ser

Tyr

Arg

Leu

Thr

Cys

Arg

Leu

His

70

Ala

Leu

Val

Thr

Ala

150

Ile

Arg

Arg

Leu

His

230
Gln

Leu

Pro

Pro

Leu

b5

Lys

Thr

Tyr

Asn

Ala

135

Leu

Trp

Leu

Ala

Leu

215

Leu

Gly

Ala

Gly

Leu

40

Gly

His

Asp

Pro

Tyr

120

Met

His

Val

Ser

Leu

200

Pro

Gly

Gln

ES 2539430 T3

Pro

Cys

25

Asp

Leu

Met

Val

Leu

105

Ile

Ser

Arg

Gly

Pro

185

Glu

Leu

Arg

Leu

Asn

10

Gly

Ala

Val

Gln

Thr

90

Pro

Gln

Val

Arg

Ser

170

Gly

Arg

Leu

Ala

Leu

Val

Val

Trp

Gly

Thr

75

Phe

Ala

Gln

Asp

Thr

1565

Ala

Pro

Ala

Ala

Ala

235
Ala

Thr

Asn

Leu

Asn

60

Val

Leu

Trp

Val

Arg

140

Pro

Ala

Arg

Phe

Thr

220

Val

Gln

52

Trp

Ala

Val

45

Ser

Thr

Leu

Val

Ser

125

Trp

Arg

Val

Thr

Ala

205

Cys

Arg

Arg

Trp

Ser

30

Pro

Leu

Asn

Cys

Leu

110

Val

Tyr

Leu

Ser

Tyr

190

Leu

Ala

Pro

Ala

Ala

15

Asp

Leu

Val

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Val

Ala

Ala

175

Cys

Tyr

Cys

Ala

Gly

Pro

Asp

Phe

Ile

Tyr

80

Val

Asp

Ala

Thr

Leu

160

Pro

Ser

Asn

Tyr

Pro

240
Ala



10

Val Arg

Ala Ala

Gly Pro

290
Lys Ile
305

Leu Leu

Val Cys

His Ser

His Pro

370
Ser Pro
385

<210> 14

Thr Lys
260

Cys Trp

275

Ser Gly

Trp Ala

Tyr Ala

Pro Cys

340

Asp Arg

355

Val Arg

Cys Ala

<211> 1188
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 14

atggccaccg aggcgacatt ggctcccaat gtgacctggt
ggatgcccag getgeggtgt caacgectcg gatgacccag
gatgcctgge tggttcecet gttttteget acactcatgt
tcattggtca tctacgttat ctgccgeccac aagcacatge

atcgctaacc tggctgeccac agacgtcact ttcctactgt

245
Val

Gly

Ala

His

Phe

325

Cys

Ala

Ile

Gln

Ser
Pro
Trp
Cys
310
Leu
Arg
Ala

Arg

Ser

390

ES 2539430 T3

250
Arg Leu Val Ala
265
Ile Gln Leu Phe
280
His Pro Arg Ser
295

Met Ser Tyr Ser

Gly Ser His Phe
330

Gln Arg Gln Arg

345
Thr His Thr Val
360

Ser Pro Glu Pro

375

Glu Arg Thr Ala

Ala Val

Leu Val

Tyr Ala
300

Asn Ser

315

Arg Gln

Arg Pro

Pro His

Gly Asn

380

Ser Leu

395

53

Val

Leu

285

Ala

Ala

Ala

His

Ser

365

Pro

Leu
270
Gln

Tyr

Leu

Phe

Thr

350

Arg

Val

gggeteegte
gctetgegee
tgcttggget
agacagttac

gctgegtgee

255
Leu Phe

Ala Leu

Ala Val

Asn Pro
320

Cys Arg

335

Ser Ala

Ala Ala

Val Arg

caacgcttca
aaggcccctg
ggtcggaaac
caacttctac

cttcaccgca

60
120
180
240
300
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15

20

25

30

35

ctcctetace
atccagcagg
tggtatgtga
gctgtcagcce
caccgectgt
gagcgegecet
tgegectget
actgacggeg
gtcteceegge
ctgttcectgg
gcctacgegg
ctgctctatg
tgceggeaac
actgtgecege
cctgtggtge
<210> 15
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cgetgeeege
tetcggtgea
ctgtgttece
tcagcatctg
cgccagggee
tcgegetceta
acggcgccat
ccetgeaggg
tggtggeege
tgcttcaage
tcaagatctg
ccttectggg
gccagegeceg
acagccgtge

getcgeectg

ctgggtgeteg
agccacatgt
getgcgtgea
getggggtea
tcgecacctac
caacctgetg
getgegecac
acagctgecta
tgtcgtectg
cctgggeecce
ggctcactge
ttcacacttc
gcececcacacg
tgcgeaccet

cgctcagagt

ES 2539430 T3

ggagacttca
gccactctga
cttcaccgee
gcagetgtgt
tgcagcgagg
gctctatate
ctgggeecgtg
gcacagegeg
ctcttcgeeg
tcgggggect
atgtcctaca
agacaggcct
tcagcgecact
gtgcggatca

gaacgcactg

tgtgcaaatt
cggccatgag
gecactcegeg
ccgeeeceggt
cgtttcccag
tgetgeeget
cggectgtacg
écggagcagt
cctgetgggg
ggcacccteg
gcaactcgge
tctgeegegt
cggaccgagce
ggagcccgga

cctcactce

<223> el C-terminal del polipéptido es forma amida (-CONH2)

<400> 15

cgtcaactac
tgtggaccgc
cctggeeetg
gectggeecetg
ccgegeecetg
gectegeecace
ccccgeaccee
gcgecaccaag
cccgatccag
aagctatgcc
gctcaatcceg
gtgeeectge
tgcaactcac

gcetgggaac

Lys Asp Leu Pro Asn Tyr Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

1

<210> 16
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

5

10

<223> el C-terminal del polipéptido es forma amida (-CONH2)

<400> 16

Tyr Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

1

<210>17
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

5

10

<223> el C-terminal del polipéptido es forma amida (-CONH2)

54

15

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1188
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539430 T3

<400> 17

Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe
1 5 9
<210> 18

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> el C-terminal del polipéptido es forma amida (-CONH2)

<400> 18
Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

1 5 8
<210> 19
<211> 45

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 19
aaggacctgc cgaactacaa ctggaactcc ttcggcctgce gcettc 45
<210> 20
<211> 30

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 20

tacaactgga actccttcgg cctgcgcttc 30
<210> 21

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 21

aactggaact ccttcggcct gegcettc 27
<210> 22

<211>24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 22

tggaactcct tcggectgeg ctte 24

55
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto seleccionado a partir de:
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg(Me)Trp-NHz,
Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH; y
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH.,
o una sal de los mismos,
en donde Alb significa albiziina, acido 2-amino-3-ureidopropionico y
GlyW((E)CH=CH)Leu significa que -CONH- entre Gly y Leu esta sustituido con un alqueno de tipo (E).
2. El compuesto segun la reivindicacion 1, que es
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg(Me)Trp-NH,
o una sal del mismo.
3. El compuesto segun la reivindicacion 1, que es
Ac-D-Tyr-Hyp-Asn-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH,
o una sal del mismo.
4, El compuesto segun la reivindicacion 1, que es
Ac-D-Tyr-Hyp-Alb-Thr-Cha-GlyW((E)CH=CH)Leu-Arg-Trp-NH,

o una sal del mismo.

5. Un medicamento que comprende el compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo.

6. El compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo, para uso en terapia.

7. El compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo, para uso como un agente de supresion de la
metastasis de un cancer o como un agente de supresion del crecimiento de un cancer.

8. El compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo, para uso como un agente para prevenir/tratar
un cancer.

9. El compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo, para uso como un agente para regular a la

baja una hormona gonadotréfica o una hormona sexual.

10. El compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal del mismo, para uso como un agente para prevenir/tratar
un cancer dependiente de hormonas.
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