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DESCRIPCION
Péptido capaz de extender la semivida de péptido de interés en plasma
La presente invencion se define en las reivindicaciones.

Se describe un péptido que es capaz de dar utilidad terapéutica mejorando la farmacocinética in vivo del péptido
objeto y dar la farmacocinética in vivo que cumple el objeto de tratamiento, un péptido quimérico donde la
farmacocinética in vivo se mejora y la actividad fisioldgica del péptido objeto esta disponible, una composicion
farmacéutica que contiene el péptido quimérico y proceso para producir el péptido quimérico.

Incluso cuando un péptido fisiolégico que se puede aplicar como un farmaco esta presente, parte del péptido tiene
una semivida corta en plasma y, en su aplicacion para fines terapéuticos, es necesario intentar el logro por medio de
la administracién continua por medios intravenosos o subcutaneos o por administracion de una preparacion DDS de
un tipo de liberacién sostenida. Por tanto, son necesarios mucho tiempo y coste durante un periodo de tiempo largo
para la aplicacion real.

Por ejemplo, como un ejemplo donde la semivida en plasma del péptido fisiolégicamente activo se extiende y se
realiza el desarrollo como un farmaco, hay un caso de péptido similar a glucagéon 1 (documento no de patente 1). En
estudios clinicos para clarificar la accion del péptido fisiolégicamente activo, se ha usado mucho la administracion
intravenosa de liberacion sostenida (documento no de patente 2) y, para el tratamiento de diabetes mellitus de tipo
2, se ha creado un péptido donde la semivida se extiende por lo cual es posible administracion subcutanea
embolada. Como tal, para desarrollar como un agente de tratamiento real, hay un caso donde es necesario el
desarrollo de derivados donde se extiende la semivida y, en tal caso, los derivados del péptido fisiol6gicamente
activo se sintetizan quimicamente o, incluso en el caso de un tipo diferente de péptido natural, se ha desarrollado el
que tiene una semivida larga (documentos no de patente 3 a 5).

Cuando un péptido fisiolégicamente activo que tiene una semivida corta se va a aplicar como farmaco, hay un
intento donde se une a una proteina que tiene una semivida larga de modo que la semivida del péptido
fisioldgicamente activo se hace casi la semivida de la proteina. Por ejemplo, un intento tal como que la proteina
fisioldgicamente activa objeto y la proteina se unen a través de un espaciador que tiene un grupo de unién a
seroalbumina ha estado en una fase de prueba (documento no de patente 6).

Segun esto, para someter el péptido fisiologicamente activo que tiene una semivida corta a uso practico, se ha
esperado que la farmacocinética in vivo mejore afiadiendo una sustancia que sea capaz de extender la semivida por
lo cual el péptido fisiolégicamente activo que era incapaz de mostrar un efecto terapéutico en el estado de la técnica
se aplica a un fin médico.

Ya se han llevado a cabo ampliamente intentos donde el péptido fisiolégicamente activo que tiene una semivida
corta se modifica de modo que se apligue como un farmaco. Se ha intentado estabilizar el péptido, dar una
propiedad de sostenimiento mediante una mejora en la preparacion, etc., y también se han conocido ejemplos donde
la implementacién practica tuvo éxito.

Por otra parte, grelina es una hormona que se encontro en el estbmago en 1999, tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende 28 residuos y es un péptido que tiene una estructura quimica muy inusual donde el
tercer aminoacido desde el amino terminal de la secuencia esta acilado con acido graso (documento no de patente 6
y documento de patente 1). La grelina es una hormona endégena del cerebro y aparato digestivo (documento no de
patente 7) que actua sobre un receptor del secretagogo de la hormona de crecimiento 1a (GHS-R1a) (documento no
de patente 7) para fomentar la secrecion de hormona de crecimiento (GH) de la hipdfisis.

Ademas, la grelina se aislo y purifico primero de ratas como un GHS enddgeno para GHS-R1a. Ademas, también se
ha aislado grelina que tiene la estructura primaria similar de animales vertebrados diferentes de la rata tal como ser
humano, raton, cerdo, ave doméstica, anguila, ganado, caballo, oveja, rana, trucha arcoiris o perro y la secuencia de
aminoacidos de los mismos ya se conoce (documento de patente 1 y documento no de patente 8). Todas la grelinas
anteriores es un péptido donde un grupo hidroxilo de cadena lateral del residuo de serina o residuo de treonina en la
posicion 3 esta acilado por acido graso tal como acido octanoico o acido decanoico y, con respecto al péptido
fisiolégicamente activo que tiene tal estructura hidrofébicamente modificada, no hay ejemplo de que se aisle de un
cuerpo vivo excepto grelina.

En estudios recientes, se ha clarificado que la grelina fomenta el apetito, que una administracion subcutanea de
grelina aumenta el peso corporal y la grasa corporal (documentos no de patente 9 a 11) y que esta disponible una
accion tal como mejorar la funciéon cardiaca (documentos no de patente 12 a 14). Ademas, la grelina tiene una
accion promotora para la secrecion de GH y una accién promotora para el apetito y se ha esperado que una accion
donde la grasa se quema a través de la accion de GH de modo que se convierta en energia o un efecto donde la
accion anabdlica de GH se exprese de modo que se potencia es musculo se pueda producir mas eficazmente por el
fomento del apetito (documento no de patente 15).
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Sin embargo, el estado actual es que, aunque se muestra que el centro activo de la grelina es una fraccion N-
terminal que tiene un grupo acilo (documento de patente 1), aun hay puntos ambiguos para la significacion
fisioloégica de la fraccion C-terminal.
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Un objeto es proporcionar un péptido que tiene una accién de extender la semivida de un péptido fisiolégicamente
activo que no es adecuado como un farmaco debido a su corta semivida en plasma; un péptido quimérico que tiene
una actividad fisiologica del péptido objeto y que se puede usar practicamente como farmaco debido a su extension
de la semivida en plasma; y un proceso para producir el péptido quimérico.

Los presentes inventores han intentado desarrollar un péptido que puede extender su semivida en plasma mediante
la adicion de un péptido que tiene una actividad fisioldgica dirigida (de aqui en adelante se llamara el péptido objeto)
que se tenia que inyectar por via intravenosa o subcutanea continuamente para aplicarse como un farmaco debido a
su corta semivida en plasma y han encontrado una secuencia de aminoacidos que se va a convertir en un motivo de
extension de semivida en la fraccion C terminal de la secuencia de aminoacidos de grelina. El péptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que es capaz de extender la semivida se llama un péptido de extension de la semivida en
la presente invencion.

Por tanto, se ha encontrado que, cuando el péptido de extension de la semivida se une a un lado N terminal, lado C
terminal o ambos terminales del péptido objeto (tal como el péptido natriurético auricular (ANP), péptido natriurético
de tipo C (CNP) o maotilina), la semivida en plasma se puede extender mientras que la actividad fisiologica del
péptido objeto aun se conserva. En la presente invenciéon, un péptido que se produce uniendo el péptido de
extension de la semivida con el péptido objeto y tiene una semivida extendida en plasma comparado con el péptido
objeto donde la actividad del péptido objeto aun se puede conservar se llama un péptido quimérico.

También se ha encontrado que la secuencia de aminoacidos que se refiere al péptido de extension de la vida media
se puede usar no solo en el caso basado en la secuencia de aminoacidos natural sino también en el caso basado en
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la secuencia invertida donde el N terminal y C terminal de la misma estan invertidos o en el caso basado en la
secuencia en que el N terminal y el C terminal estan parcialmente invertidos.

Se ha encontrado ademas que el péptido quimérico tiene resistencia a una enzima que descompone el péptido
objeto (tal como endopeptidasa neutra) y, igual que en el caso de un péptido objeto de un nativo, no muestra
propiedad antigénica incluso tras administracion repetida, sino que se puede usar de forma segura.

Ademas, cuando el péptido objeto de un péptido nativo y quimérico se administran a individuos en la misma dosis y
el mismo método de uso, se puede lograr una accion fisioldgica diana suficiente en el cuerpo vivo si un péptido de
extension de la semivida se une al péptido de modo que extienda la semivida incluso cuando la dosis es incapaz de
dar una accion fisioldgica diana suficiente mediante el uso del péptido objeto solo. Como resultado, se ha mostrado
que el método de uso que no es una inyeccion continua puede dar la adaptabilidad como farmaco. Por tanto, se ha
encontrado que, cuando el péptido de extensiéon de la semivida segun la presente invencion se afiade al péptido
objeto donde una administracion intravenosa o subcutanea continua es necesaria debido a su corta semivida, ahora
es posible una administraciéon embolada y, ademas, la actividad objeto se puede alcanzar facilmente en el péptido
quimérico comparado con el péptido objeto de un nativo.

La presente invencion se ha alcanzado basada en el descubrimiento anterior y se refiere a un péptido quimérico, que
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 139, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 154, 155, 156, 157 o 158; y una composicion farmacéutica en la
que dicho péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es un ingrediente eficaz, en donde
preferiblemente (a) el péptido quimérico es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 106, 107 o 108, y la enfermedad es una enfermedad seleccionada de insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca croénica, arterioesclerosis obliterante, cardiopatia isquémica, hipertensién, edema,
miocardiopatia, retinitis, enfermedad renal diabética, nefroesclerosis e infarto de miocardio; (b) el péptido quimérico
es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 109, 110, 124, 125, 126, 127,
129, 130, 157 o 158, y la enfermedad es una enfermedad seleccionada de condrodisplasia atipica, restenosis tras
PTCA tras estenosis de la arteria coronaria, hipertension pulmonar, enfermedad obliterante de la arteria periférica,
artrosis, artritis reumatoide, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, infarto de miocardio y miocarditis; o (c)
el péptido quimérico es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID: 111, 112,
113, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 139, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 154, 155 o0 156, y la enfermedad es una enfermedad seleccionada de dispepsia funcional, esofagitis
por reflujo, paralisis de motilidad gastrica diabética, sindrome del intestino irritable de tipo estrefiimiento, psudoileo
cronico, ileo posoperatorio, gastritis cronica y gastritis atrofica.

Se describen los siguientes puntos:

Punto 1:

Un péptido de los siguientes (1) o (Il)

(I) Un péptido representado por la formula B, A-B, B-C o A-B-C en la que A, B y C esta representado cada uno por
los siguientes (1), (2) y (3) y, cuando se une a otro péptido objeto, es capaz de extender la semivida en plasma
comparado con el péptido objeto donde la actividad fisiolégica aun se conserva.

(1) Un péptido que comprende una secuencia invertida del péptido de (I); una secuencia que esta representada por
A-B en (I) y A o B esta invertido; una secuencia que esta representada por B-C en (I) y B o C esta invertido; o una
secuencia que esta representada por A-B-Cen (I)yA,B,C,AyB,ByC oAy C esta invertida.

(1) A es un péptido que comprende de 1 a 14 de cualquier aminoacido

(2) B es un péptido representado por la formula 1: (Wk-XI-Y-Zm-Wn)-(Wo-Xp-Y-Zg-Wr)s

(En la féormula 1, W es un aminoacido basico; X y Z son cualquier aminoacido; Y es un aminoacido acido; k es 1 0 2;
| es un nimero enterode 4 212 0; mes un nimeroenterode2=2m=2=0;421+m=2=0;nes102;0es102;pesun
numero enterode 4 2p =20; ges un nimeroenterode2=2q=0;4=2p+q=0;res102;yses001).

(3) C es un péptido que comprende de 2 a 14 de cualquier aminoacido.

Punto 2:

El péptido segun el punto 1, en donde B es un péptido donde s es 1 en la formula 1.

Punto 3:

El péptido segun el punto 2, endondeoes 0,pes0,ges 0yres 2 en laférmula 1.

4
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Punto 4:

El péptido segun el punto 1, en donde C contiene de 4 a 9 secuencias de aminoacidos que son capaces de tomar
una estructura de hélice a.

Punto 5:

El péptido seguin el punto 4, en donde C tiene una secuencia de Pro entre su terminal y la secuencia de aminoacidos
capaz de tomar una estructura de hélice a.

Punto 6:

El péptido representado por la formula B, A-B, B-C o A-B-C y, en la férmula, A, B y C cada uno es el siguiente (1) o
(2) y, cuando esta unido a otro péptido, su semivida se puede extender donde la actividad fisiolégica aun se
conserva.

(1) A es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 1 a 4 que sigue a B en SEQ ID NO:
34 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n);

B es una secuencia de aminoacidos de nimeros de aminoacidos 5 a 9 en SEQ ID NO: 34 o una secuencia de
aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se deleciona(n),
sustituye(n) y/o afiade(n); y

C es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 10 a 17 que sigue a B en SEQ ID NO:
34 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n).

(2) A es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 1 a 8 que sigue a B en SEQ ID NO:
67 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n);

B es una secuencia de aminoacidos de nimeros de aminoacidos 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 o una secuencia de
aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se deleciona(n),
sustituye(n) y/o afiade(n); y

C es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 14 a 17 que sigue a B en SEQ ID NO:
67 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la anterior secuencia de aminoacidos se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n).

Punto 7:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B en la que

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los numeros de aminoacidos 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41, 47, 48, 50 y 53 a 57; los numeros de aminoacidos 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; los
numeros de aminoacidos 2 a 6 en SEQ ID NO: 58 a 60; los numeros de aminoacidos 3 a 6 en SEQ ID NO: 61 y 62;
los nimeros de aminoacidos de 3 a 7 en SEQ ID NO: 63 a 65; y los nimeros de aminoacidos 1 a 3 en SEQ ID NO:
66.

Punto 8:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B o B-C en la que

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los numeros de aminoacidos 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41,47, 48, 50 y 53 a 57; los numeros de aminoacidos 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; los
numeros de aminoacidos 2 a 6 en SEQ ID NO: 58 a 60; los numeros de aminoacidos 3 a 6 en SEQ ID NO: 61 y 62;
los nimeros de aminoacidos de 3 a 7 en SEQ ID NO: 63 a 65; y los nimeros de aminoacidos 1 a 3 en SEQ ID NO:
66,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continta del lado C terminal de los nimeros de aminoacidos 1 a 4 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41,47,48,50 y
52 a 57; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado C terminal de los nimeros de
aminoacidos 1 a 3 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; una secuencia de numero de aminoacido 1 en SEQ
ID NO: 58 a 60; y una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado C terminal de los
numeros de aminoacidos 1 a 2 en SEQ ID NO: 61 a 65,

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continda del lado N-terminal de los nimeros de aminoacidos 10 a 17 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41, 47, 48, 50
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y 53 a 54; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continta del lado N-terminal de los nimeros
de aminoacidos 9 a 16 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que continta del lado N-terminal de los nimeros de aminoacidos 10 a 16 en SEQ ID NO: 57; una
secuencia que comprende al menos un aminoacido que continta del lado N-terminal de los nimeros de aminoacidos
7 a 20 en SEQ ID NO: 58; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado N-terminal
de los numeros de aminoacidos 7 a 13 en SEQ ID NO: 61; una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continda del lado N-terminal de los nimeros de aminoacidos 8 a 14 en SEQ ID NO: 63; una secuencia que
comprende al menos un aminoacido que continta de lado N-terminal de los nimeros de aminoacidos 4 a 18 en SEQ
ID NO: 66.

Punto 9:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C y, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 8.

Punto 10:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a 87;
numeros de aminoacido 15 a 19 en SEQ ID NO: 91; nimeros de aminoacido 8 a 11 en SEQ ID NO: 94; niumeros de
aminoacido 16 a 18 en SEQ ID NO: 99.

Punto 11:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la formula: A-B o B-C y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a 87;
numeros de aminoacidos 8 a 12 en SEQ ID NO: 90; nimeros de aminoacido 15 a 19 en SEQ ID NO: 91; nimeros de
aminoacido 8 a 11 en SEQ ID NO: 94; nimeros de aminoacido 8 a 12 en SEQ ID NO: 96; y nimeros de aminoacido
16 a 18 en SEQ ID NO: 99,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continda del lado C terminal de numeros de aminoacido 1 a 8 en SEQ ID NO: 67 a 87; una secuencia que
comprende al menos un aminoacido que contintda del lado C terminal de nimeros de aminoacido 1 a 7 en SEQ ID
NO: 90; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado C terminal de niumeros de
aminoacido 1 a 14 en SEQ ID NO: 91; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado
C terminal de numeros de aminoacido 1 a 7 en SEQ ID NO: 94 y 96; una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que continda del lado C terminal de nimeros de aminoacido 1 a 15 en SEQ ID NO: 99 y

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que contintia del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 14 a 17 en SEQ ID NO: 67, 69, 72 a 74, 80, 81, 83 y
86 a 87; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintdia del lado N terminal de los numeros de
aminoacido 14 a 16 en SEQ ID NO: 68, 70, 71, 75 a 79, 82 y 85; una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que contintia del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 13 a 16 en SEQ ID NO: 90; un nimero
de aminoacido 20 en SEQ ID NO: 91; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado
N terminal de los nimeros de aminoacidos 12 a 13 en SEQ ID NO: 94; y una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que contintia del lado N terminal de los nimeros de aminoacidos 13 a 14 en SEQ ID NO: 96.

Punto 12:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C vy, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 11.

Punto 13:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41, 47, 48, 50 y 53 a 57; numeros de aminoacido 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46,49y 52; y
numeros de aminoacido 2 a 6 en SEQ ID NO: 58 a 60.

Punto 14:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la féormula: A-B o B-C y, en la formula,
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B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41, 47, 48, 50 y 53 a 57; numeros de aminoacido 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46,49y 52; y
numeros de aminoacido 2 a 6 en SEQ ID NO: 58 a 60,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continda del lado C terminal de los numeros de aminoacido 1 a 4 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41, 47,48,50 y
53 a 57; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado C terminal de los nimeros de
aminoacido 1 a 3 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; y un nimero de aminoacido 1 en SEQ ID NO: 58 a 60

y

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que contintia del lado N terminal de los numeros de aminoacido 10 a 17 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41, 47,48,50 y
53 a 54; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado N terminal de los numeros de
aminoacido 9 a 16 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52; una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que continta del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 10 a 16 en SEQ ID NO: 57; y una
secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado N terminal de los nimeros de aminoacido
7 a20en SEQ ID NO: 58.

Punto 15:

El péptido segun el punto 14, en donde esta representado por la formula: A-B-C y, en la formula A, B y C son los
mismos que en el punto 14.

Punto 16:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a
87; nimeros de aminoacido 8 a 12 en SEQ ID NO: 90; y nimeros de aminoacido 15 a 19 en SEQ ID NO: 91.

Punto 17:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B o B-C y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a
87; numeros de aminoacido 8 a 12 en SEQ ID NO: 90; y nimeros de aminoacido 15 a 19 en SEQ ID NO: 91,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que contintda del lado C terminal de los nimeros de aminoacido 1 a 8 en SEQ ID NO: 67 a 87; una secuencia que
comprende al menos un aminoacido que contintia del lado C terminal de los nUmeros de aminoacido 1 a 7 en SEQ
ID NO: 90; y una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continta del lado C terminal de los
numeros de aminoacido 1 a 14 en SEQ ID NO: 91y

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continta del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 14 a 17 en SEQ ID NO: 67, 68, 72 a 74, 80, 81 83 y
86 a 87; una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintia del lado N terminal de los nimeros de
aminoacido 14 a 16 en SEQ ID NO: 68, 70, 71, 75 a 79, 82 y 85; una secuencia que comprende al menos un
aminoacido que continta del lado N terminal de los numeros de aminoacido 13 a 16 en SEQ ID NO: 90; y un nimero
de aminoacido 20 en SEQ ID NO: 91.

Punto 18:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C y, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 17.

Punto 19:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41, 47, 48 y 50; y numeros de aminoacido 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52.

Punto 20:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la féormula: A-B o B-C y, en la formula,
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B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,
36, 39 a 41, 47, 48 y 50; y niumeros de aminoacido 4 a 8 en SEQ ID NO: 35, 37, 38, 42 a 46, 49 y 52,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que contintia del lado C terminal de los nimeros de aminoacido 1 a 4 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41, 47,48 y 50; y
una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continia del lado C terminal de los niumeros de
aminoacido 1 a 3 en SEQ ID NO: 35, 37, 38,42 246,49y 52y

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que contintia del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 10 a 17 en SEQ ID NO: 34, 36, 39 a 41, 47, 48 y 50;
y una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado N terminal de los numeros de
aminoacido 9 a 16 en SEQ ID NO: 35, 37, 38,42 a 46,49y 52.

Punto 21:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C y, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 20.

Punto 22:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la formula: B y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a
85.

Punto 23:
El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la formula: A-B o B-C y, en la formula,

B es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 a
85,

A es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continda del lado C terminal de los niumeros de aminoacido 1 a8 en SEQ ID NO: 67 a 85y

C es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia que comprende al menos un aminoacido
que continta del lado N terminal de los nimeros de aminoacido 14 a 17 en SEQ ID NO: 67, 69, 72 a 74, 80, 81y 83
y una secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado N terminal de los numeros de
aminoacido 14 a 16 en SEQ ID NO: 68, 70, 71, 75a 79, 82 y 85.

Punto 24:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C y, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 23.

Punto 25:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia de los nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34.

Punto 26:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la féormula: A-B o B-C y, en la formula,
B es una secuencia de los numeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34,

A es una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintda del lado C terminal de los nimeros de
aminoacido 1 a4 en SEQ ID NO: 34y

C es secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado N terminal de los nimeros de
aminoacido 10 a 17 en SEQ ID NO: 34.

Punto 27:
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El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C vy, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 26.

Punto 28:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: B y, en la formula,

B es una secuencia de los nimeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67.

Punto 29:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la féormula: A-B o B-C y, en la formula,
B es una secuencia de los numeros de aminoacido 9 a 13 en SEQ ID NO: 67,

A es una secuencia que comprende al menos un aminoacido que contintda del lado C terminal de los nimeros de
aminoacido 1 a 8 en SEQ ID NO: 67 y

C es secuencia que comprende al menos un aminoacido que continda del lado N terminal de los nimeros de
aminoacido 14 a 17 en SEQ ID NO: 67.

Punto 30:

El péptido segun el punto 6, en donde esta representado por la férmula: A-B-C vy, en la férmula A, B y C son los
mismos que en el punto 29.

Punto 31:
Un péptido quimérico donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos mencionados en
cualquiera de los puntos 1 a 30 esta unido al N terminal, C terminal o ambos del péptido objeto y su semivida en
plasma se extiende comparado con el péptido objeto mientras que la actividad fisiologica del péptido objeto aun se
conserva.

Punto 32:

El péptido quimérico segun el punto 31, en donde el péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 esta unido al N terminal del péptido objeto.

Punto 33:

El péptido quimérico segun el punto 31, en donde el péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 esta unido al C terminal del péptido objeto.

Punto 34:

El péptido quimérico segun el punto 31, en donde el péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 esta unido a ambos terminales del péptido objeto.

Punto 35:

El péptido quimérico segun cualquiera de los puntos 31 a 34, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético
auricular, un péptido natriurético de tipo C o motilina o derivados de los mismos.

Punto 36:

Una composicién farmacéutica en la que el péptido quimérico mencionado en cualquiera de los puntos 31 a 35 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo es un ingrediente eficaz.

Punto 37:

La composicion farmacéutica segun el punto 36, en donde el péptido quimérico es el péptido mencionado en el
punto 35.

Punto 38:
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La composiciéon farmacéutica segun el punto 37, en donde el péptido objeto en el péptido quimérico es un péptido
natriurético auricular o un derivado del mismo.

Punto 39:

La composicion farmacéutica segun el punto 38, en donde es para el tratamiento de enfermedades seleccionadas de
insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica, arterioesclerosis obliterante, cardiopatia isquémica,
hipertensién, edema, miocardiopatia, retinitis, enfermedad renal diabética, nefroesclerosis e infarto de miocardio.
Punto 40:

La composiciéon farmacéutica segun el punto 37, en donde el péptido objeto en el péptido quimérico es un péptido
natriurético de tipo C o un derivado del mismo.

Punto 41:

La composicion farmacéutica segun el punto 40, en donde es para el tratamiento de enfermedades seleccionadas de
condrodisplasia atipica, restenosis después de PTCA después de estenosis de arteria coronaria, hipertension
pulmonar, enfermedad obliterante de la arteria periférica, artrosis, artritis reumatoide, fibrosis pulmonar, fibrosis
hepatica, fibrosis renal, infarto de miocardio y miocarditis.

Punto 42:

La composicion farmacéutica segun el punto 37, en donde el péptido objeto en el péptido quimérico es motilina o un
derivado de la misma.

Punto 43:

La composicion farmacéutica segun el punto 42, en donde es para el tratamiento de enfermedades seleccionadas de
dispepsia funcional, esofagitis por reflujo, paralisis de motilidad gastrica diabética, sindrome del intestino irritable de
tipo estrefiimiento, pseudoileo crénico, ileo posoperatorio, gastritis crénica y gastritis atréfica.

Punto 44

Un proceso para producir un péptido quimérico donde la semivida en plasma se extiende comparada con el péptido
objeto y esta disponible una actividad fisiologica del péptido objeto, caracterizado en que, un péptido seleccionado
del grupo que consiste en los péptidos mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al N terminal, C
terminal o ambos del péptido objeto.

Punto 45:

El proceso segun el punto 44, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al N terminal del péptido objeto.

Punto 46:

El proceso segun el punto 44, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al C terminal del péptido objeto.

Punto 47:

El proceso segun el punto 44, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une a ambos terminales del péptido objeto.

Punto 48:

El proceso segun cualquiera de los puntos 44 a 47, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético o motilina o
derivados de los mismos.

Punto 49:

El proceso segun el punto 48, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético auricular o un derivado del
mismo.

Punto 50:
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El proceso segun el punto 48, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético de tipo C o un derivado del
mismo.

Punto 51:
El proceso segun el punto 48, en donde el péptido objeto es motilina o un derivado de la misma.
Punto 52:

Un método para el tratamiento de una enfermedad que se puede tratar por el péptido objeto contenido en una
composicion farmacéutica, que comprende la administracion de la composiciéon farmacéutica seleccionada de las
composiciones farmacéuticas mencionadas en cualquiera de los puntos 36 a 43 a un individuo.

Punto 53:

El método para el tratamiento segun el punto 52, en donde la composicion farmacéutica es la composicion
farmacéutica mencionada en el punto 37.

Punto 54:

El método para el tratamiento segun el punto 53, en donde la composicion farmacéutica es la composicion
farmacéutica mencionada en el punto 38.

Punto 55:

El método para el tratamiento segun el punto 54, en donde la enfermedad es una enfermedad seleccionada de
insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica, arterioesclerosis obliterante, cardiopatia isquémica,
hipertensién, edema, miocardiopatia, retinitis, enfermedad renal diabética, nefroesclerosis e infarto de miocardio.
Punto 56:

El método para el tratamiento segun el punto 53, en donde la composicion farmacéutica es la composicion
farmacéutica mencionada en el punto 40.

Punto 57:

El método para el tratamiento segun el punto 56, en donde la enfermedad es una enfermedad seleccionada de
condrodisplasia, restenosis después de PTCA después de estenosis de arteria coronaria, hipertensiéon pulmonar,
enfermedad obliterante de la arteria periférica, artrosis, artritis reumatoide, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica,
fibrosis renal, infarto de miocardio y miocarditis.

Punto 58:

El método para el tratamiento segun el punto 53, en donde la composicion farmacéutica es la composicion
farmacéutica mencionada en el punto 42.

Punto 59:

El método para el tratamiento segun el punto 58, en donde la enfermedad es una enfermedad seleccionada de
dispepsia funcional, esofagitis por reflujo, paralisis de motilidad gastrica diabética, sindrome del intestino irritable de
tipo estrefiimiento, pseudoileo crénico, ileo posoperatorio, gastritis cronica y gastritis atréfica.

Punto 60:

Un método para la extension de la semivida en plasma del péptido objeto, caracterizado en que, el péptido
seleccionado de los péptidos mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al N terminal, C terminal o
ambos del péptido objeto.

Punto 61:

El método segun el punto 60, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al N terminal del péptido objeto.

Punto 62:
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El método segun el punto 60, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une al C terminal del péptido objeto.

Punto 63:

El método segun el punto 60, en donde un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
mencionados en cualquiera de los puntos 1 a 30 se une a ambos terminales del péptido objeto.

Punto 64:

El método seguin cualquiera de los puntos 60 a 63, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético o motilina o
derivados de los mismos.

Punto 65:

El método segun el punto 64, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético auricular o un derivado del
mismo.

Punto 66:

El método segun el punto 64, en donde el péptido objeto es un péptido natriurético de tipo C o un derivado del
mismo.

Punto 67:
El método segun el punto 64, en donde el péptido objeto es motilina o un derivado de la misma.

Cuando el péptido donde se extiende la semivida segun la presente invencion se afiade a un péptido objeto que
tiene una semivida corta, la farmacocinética in vivo mejora y se logra un producto que tiene una semivida que es
practico como farmaco. Puesto que su propiedad antigénica es casi la misma que las del péptido objeto de un
nativo, tiene una excelente seguridad y muestra resistencia a enzimas que descomponen un péptido
fisioldgicamente activo in vivo. Cuando se usa el péptido donde se extiende la semivida, es posible ahora reducir
mucho el coste y tiempo que ha sido necesario para el desarrollo de péptidos fisioldgicamente activos donde la
farmacocinética in vivo se mejora. Ademas, es posible que un método de administracion para el péptido
fisioldgicamente activo usado para el tratamiento mediante una administracion intravenosa continua o una
administracion subcutanea continua se realice en una administracién embolada de una sola vez por cual ahora se
espera mejorar el cumplimiento del individuo (paciente) y de un campo médico.

[Figura 1] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de ANP en plasma
cuando ANP o un ANP quimérico (A a C) del mismo (0,1 mg/kg) se administra por via intravenosa o subcutanea a
ratas macho.

[Figura 2] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma
cuando CNP-22 nativo o un CNP quimérico (A y B) del mismo (0,1 mg/kg) se administra por via intravenosa o
subcutanea a ratas macho.

[Figura 3] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma y
en la concentracion GMPc en plasma cuando CNP-22 nativo o un CNP quimérico (B) del mismo (0,1 mg/kg) se
administra por via subcutanea a ratas macho.

[Figura 4] Esta es una figura que muestra la influencia del inhibidor de NEP en los cambios en la concentracion de
inmunorreactividad de CNP en plasma cuando CNP-22 nativo o un CNP quimérico (B) del mismo (0,02 mg/kg) se
administra por via intravenosa a ratas macho.

[Figura 5] Esta es una figura que muestra cambios en la longitud corporal, longitud de la cola y peso corporal cuando
CNP-22 nativo o un CNP quimérico (B) del mismo (0,25 mg/kg) se administra por via subcutanea dos veces al dia
durante 29 dias a ratones hembra repetidamente.

[Figura 6] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de motilina en plasma
cuando motilina o una motilina quimérica de la misma (A a M) (10 nmol/kg) se administra por via intravenosa a ratas
macho.

[Figura 7] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma
cuando CNP-22 nativo o un CNP quimérico (C a I) (10 nmol/kg) se administra por via intravenosa a ratas macho.
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[Figura 8] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracién de inmunorreactividad de CNP en plasma
cuando una motilina quimérica (N a 'V, X a Zy | a XlII) (10 nmol/kg) se administra por via intravenosa.

[Figura 9] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracién de inmunorreactividad de CNP en plasma
cuando CNP-22 nativo o un CNP quimérico (D, J y K) (20 nmol/kg) se administra por via intravenosa a ratas macho.

[Figura 10] Esta es una figura que muestra cambios en la longitud corporal, longitud de la cola y peso corporal
cuando un CNP quimérico (D y J) (50 y 200 nmol/kg) se administra por via subcutanea una vez al dia durante 56
dias repetidamente a ratones hembra.

[Figura 11] Esta es una figura que muestra una imagen total del cuerpo después de que un CNP quimérico (J) (50 y
200 nmol/kg) se administre por via subcutanea una vez al dia durante 56 dias repetidamente a ratones hembra.

[Figura 12] Esta es una figura que muestra cambios en la longitud corporal, longitud de la cola y peso corporal
cuando un CNP quimérico (D) (12,5, 50 y 200 nmol/kg) se administra por via subcutanea una vez al dia durante 28
dias repetidamente a ratas hembra.

[Figura 13] Esta es una figura que muestra cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma
cuando CNP-22 nativo, CNP-53 nativo o un CNP quimérico (D) (10 nmol/kg) se administran por via intravenosa a
ratas macho.

La presente invencion se define por las reivindicaciones. También se describe lo siguiente:

(1) Péptido que extiende la semivida

El péptido que extiende la semivida esta representado por B, A-B, B-C y A-B-C y, en las formulas, A, By C son los
siguientes (1) a (3) y es un péptido que es capaz de extender la semivida en plasma, cuando se une a otro péptido
objeto (péptido fisiologicamente activo), comparado con el péptido objeto mientras que la actividad fisiologicamente
activa del péptido aun se conserva.

(1) Como se muestra por la secuencia de aminoacidos (14 aminoacidos: tabla 5) en las posiciones 1 a 14 en el
fragmento C terminal (SEQ ID NO: 91) derivado de grelina de rana, motilina quimérica (A a F y G a K) (estan en la
tabla 14), MG-d12/14 (Tabla 16), CNP quimérico (J) y CNP quimérico (K) (tabla 17), A puede estar ausente o puede
estar presente una secuencia de aminoacidos en cualquier numero. Respecto a la longitud cuando la secuencia esta
presente, se puede seleccionar una secuencia de aproximadamente 1 a 14 aminoacido(s) y es preferiblemente de 3
a 10 aminoacidos y, mas preferiblemente, 3 aminoacidos. Ejemplos especificos incluyen VQQ y AGSVDHKGKQ.

(2) B es una parte que corresponde que corresponde a la estructura (secuencia central: parte de secuencia
RKESKK) necesaria para una accion para extender la semivida del péptido derivado de grelina humana que se
mencionara posteriormente y ejemplos para B del péptido derivado de grelina humana incluyen los siguientes. Los
péptidos especificos mencionados posteriormente se describen en las tablas 16 y 17.

Como muestran motilina quimérica (T) (MG-17E/N), (U) (MG-17E/Q) y (W) (MD-dES), el E (Glu) en RKESKK es un
aminoacido esencial. Ademas, como muestran motilina quimérica (V) (MG-ES/DS), (X) (MG-17E/D), CNP quimérico
(J) y CNP quimérico (K), también puede ser D (Asp). Por tanto, un aminoacido acido funcionara para el aminoacido
en la posicion del E (Glu) anterior y Glu es preferido.

Como muestran motilina quimérica (O) (MG-18S/F), (P) (MG-18S/T), (Q) (MG-18S/P), (R) (MG-18S/L) y (S) (MG-
18S/A), la S (Ser) en RKESKK se puede sustituir con un aminoacido que tenga cualquier cadena lateral tal como
aminoacido aromatico, aminoacido hidrofébico y aminoacido no cargado polar. Por tanto, el aminoacido en la
posicion anterior de S (Ser) puede ser un aminoacido que tenga cualquier estructura de cadena lateral. Es
preferiblemente Ser, Pro, Leu, Phe o Ala, mas preferiblemente Ser, Thr, Pro o Ala y, lo mas preferiblemente, Ser.
Ademas, como muestra el péptido MG-dS, el aminoacido en la posicion de la S (Ser) anterior puede estar ausente.

Como muestran motilina quimérica (X) (MG-17E/D), R (Arg) y K (Lys) en RKESKK pueden ser sustituidas siempre
que sea un aminoacido basico.

RKESKK se caracteriza por contener un grupo de aminoacidos basicos (una secuencia continua de dos aminoacidos
basicos) y un aminoacido acido y, como se muestra en motilina quimérica (Z) (MG-i17G), (I) (MG-i19G), (ll) (MG-
i17G2) y (lll) (MG-i17G2-i19G), la distancia entre los grupos se puede expandir por insercion de cualquier
aminoacido.

Como se muestra en cada péptido mencionado en las tablas 16 y 17, la distancia entre los grupos de aminoacidos
basicos se prefiera que sea en tal nivel que esté(n) presente(s) de 1 a 5 aminoacido(s).
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Ademas, cualquier aminoacido puede estar presente entre el grupo de aminoacidos basicos y E (Glu) en RKESKK
como se muestra en motilina quimérica (Z) (MG-i17G), (I) (MG-i19G), (II) (MG-i17G2) , (lll) (MG-i17G2-i19G), (IV)
(MG-dPP), (V) (MG-dPPH1), (VI) (MG-H1), (VIl) (MG-H3), (VII) (MGH4), (XI) (MG-d12/14), (XII) (MGP1), (XIII)
(MGP); etc., y CNP quimérico (K). Por ejemplo, se puede hacer que existan G, A, Y, SP y/o V entre el grupo de
aminoacidos basicos (parte correspondiente a RK) y E y, entre E y el grupo de aminoacidos basicos (parte
correspondiente a KK), se puede hacer que exista S, H y/o P.

En vista de lo anterior, la estructura B (secuencia central: parte RKESKK para ser humano) necesaria para una
accion de extension de semivida tiene, en primer lugar, una secuencia representada por la siguiente férmula 2

Foérmula 2: WKk-XI-Y-Zm-Wn

En la formula, W es un aminoacido basico; X y Z es cada uno cualquier aminoacido; e Y es un aminoacido acido.
cadaunodek, I, mynes0ounndmero natural, kes102,42120,22m==0(dondelymson4=I+m==0)ynes
102.

Como se muestra en motilina quimérica (Y) (MG-BR), el modo de alineamiento de RKESKK se puede invertir
(KKSEKR).

Ademas, como se muestra en motilina quimérica (XIl) (MGP1) y (XIIl) (MGP2), puesto que se potencia una accién de
extension de la semivida cuando la secuencia central se alinea en dos tandems (tal como KKAYSPK + ERK),
también es un medio eficaz en alcanzar extension de la semivida mas larga que secuencias centrales plurales estén
disponibles en una molécula como se muestra por la siguiente férmula.

Segun esto, la estructura (secuencia central: parte RKESKK) necesaria para una accién de extension de semivida se
expresa por la siguiente féormula 1:

Férmula 1: (Wk-XI-Y-Zm-Wn) + (Wo-Xp-Y-Zg-Wr)s

En la formula, W, X, Y, Z, K, I, m y n son los mismos que esos en la anterior formula2y ses 00 1. Ademas, o, p,qy
res cada uno 0 o un nimero natural2=202=0,42p=>0,22q=0(dondepygson4=p+q=0)yres1o02.

El aminoacido acido es E (Glu) o D (Asp) vy, preferiblemente, E (Glu). Con respecto a X y Z que son cualquier
aminoacido, X y Z pueden ser iguales o diferentes y, cuando son plurales, cada uno de ellos puede ser igual o
diferente. Preferiblemente, X y Z es cada uno Ser, Pro, Leu, Phe o Ala, mas preferiblemente Ser, Thr, Pro o Alay, lo
mas preferiblemente, Ser. Con respecto al aminoacido basico W, ambos W pueden ser iguales o diferentes vy,
cuando hay plurales, cada uno de ellos puede ser igual o diferente. W es preferiblemente R (Arg) o K (Lys).

Preferiblemente, en la formula 1, ses 1;0,py ges cadauno 0; y res 2.

C se puede seleccionar de cualquier secuencia de numeros de aminoacidos tal como aproximadamente de 2 a 14
aminoacidos como se muestra en la secuencia de aminoacidos (dos aminoacidos: tabla 14) en las posiciones 22 a
23 en motilina quimérica (J), la secuencia de aminoacidos (14 aminoacidos: tabla 5) en las posiciones 7 a 20 en el
fragmento C terminal (SEQ ID NO: 58) derivado de grelina de rana y la motilina quimérica (V1) (MG-H1), (VIl) (MG-
H3) y (VIII) (MG-H4) alineada con una secuencia (tal como AK (o E) LAALK (o E) A) predicha que forma una
estructura en hélice a por un método conocido para predecir la estructura secundaria (tal como el método de Chou-
Fasman: Biochemistry. 15 enero 1974; 13 (2): 222-45 Prediction of protein conformation. Chou PY, Fasman GD; o el
método de Garnier: J Mol Biol. 25 Mar. 1978;120(1):97-120. Analysis of the accuracy and implications of simple
methods for predicting the secondary structure of globular proteins. Garnier J, Osguthorpe DJ, Robseon B. etc.).

Se prefiere que sea cualquier secuencia que comprende de 3 a 11 aminoacidos que puede formar una estructura de
hélice a, mas preferiblemente KKPPAKLQPR (una secuencia que comprende los aminoacidos en las posiciones 22
a 29 desde el extremo N en motilina quimérica (C)) o PPAELAALEA (una secuencia que comprende los aminoacidos
en las posiciones 22 a 31 desde el extremo N en motilina quimérica (VIl) (MG-H3)) y, aun mas preferiblemente,
PPAELAALEA. También es posible usar cualquier secuencia que pueda formar una estructura en lamina mediante el
anterior método de prediccion.

Ademas, cuando no esta presente Pro entre la secuencia de aminoacidos correspondiente a la formula C del péptido
de extension de la semivida y la secuencia de aminoacidos correspondiente a la formula B del mismo, se prefiere
que la secuencia Pro (numeros de Pro en un intervalo en los que los nimeros de aminoacidos de C se vuelven de 2
a 14 o, preferiblemente, Pro-Pro) se alinee en el sitio terminal de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
férmula C como se muestra por una comparacion de motilina quimérica (IV) (MG-dPP) con motilina quimérica (D),
una comparacion de motilina quimérica (V) (MG-dPPH1) con motillina quimérica (VI) (MG-H1) y una comparacion de
motilina quimérica (IX) (MG-dPPS) con motilina quimérica (X) (MG-S).
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Ademas, puesto que un CNP quimérico que contiene una secuencia correspondiente a B (secuencia central) de la
férmula del péptido de extension de la semivida también muestra una accién de extension de semivida como se
muestra en el CNP quimérico (J) y (K), los expertos en la materia pueden predecir faciimente que la misma accion
de extensién de semivida se puede conseguir cuando los requisitos para A y C de la féormula del péptido de
extension de la semivida introducidos de la comparaciéon en semividas de motilina quimérica se aplica a CNP
quimérico. Los expertos en la materia también pueden predecir faciimente que la misma accién de extension de la
semivida se puede conseguir cuando los requisitos para B y C de la férmula del péptido de extension de la semivida
introducidos de la comparacién de las semividas de CNP quimérico se aplica a motilina quimérica.

Ademas, los expertos en la materia también pueden predecir facilmente que la misma acciéon de extension de la
semivida se puede conseguir cuando los requisitos para A, B y C de la formula del péptido de extension de la
semivida se aplica al péptido quimérico de otros péptidos objeto.

A, B y/o C pueden estar cada uno en la direccion normal o la direccién invertida. Por tanto, A, B y C cada uno
independientemente pueden estar en una direccién normal o en una direccion invertida o A-B, B-C y A-B-C pueden
estar en la direccion normal o la direccion invertida como un todo. La direccion normal y el orden invertido usados
aqui significa que la direccion de la secuencia desde el N terminal al C terminal esta invertida una respecto a la otra.

Cuando el péptido es un B Unico, incluye el caso donde una secuencia que satisface los requisitos de A y/o C esta
presente en el lado del péptido objeto.

En el péptido de extension de la semivida, el preferido es un péptido de los siguientes (1) o (2).

(1) A es una secuencia de aminoacidos de uno o mas nimeros de aminoacidos 1 a 4 que sigue a B en SEQ IDNO:
34 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n);

B es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 5 a 9 en SEQ ID NO: 34 o una
secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n); y

C es una secuencia de uno o mas numeros de aminoacidos 10 a 17 que siguen a B en SEQ IDNO: 34 o una
secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n).

(2) A es una secuencia de aminoacidos de uno o mas nimeros de aminoacidos 1 a 8 que sigue a B en SEQ IDNO:
67 o una secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n);

B es una secuencia de aminoacidos de uno o mas numeros de aminoacidos 9 a 13 en SEQ ID NO: 67 o una
secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n); y

C es una secuencia de uno o mas numeros de aminoacidos 14 a 17 que siguen a B en SEQ IDNO: 67 o una
secuencia de aminoacidos donde uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se
deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n).

SEQ ID NO: 67 es una secuencia invertida de SEQ ID NO: 34.
B es una secuencia central esencial.

En otras palabras, el péptido de extension de la semivida es un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos
de nimeros de aminoacido 5 a 9 en SEQ ID NO: 34 o una secuencia de aminoacidos de nimeros de aminoacidos 9
a 13 en SEQ ID NO: 67 que es una secuencia invertida de la anterior y que comprende 17 o menos aminoacidos o
un péptido en que uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos anterior se deleciona(n),
sustituye(n) y/o afiade(n) en la secuencia de aminoacidos. El término “uno o algunos” usado en el presente
documento anteriormente significa de 1 a 35 por ejemplo, preferiblemente de 1 a 15, mas preferiblemente de 1 a 10,
aun mas preferiblemente de 1 a 8, alin mas preferiblemente de 1 a 6, aun mas preferiblemente de 1 a 5, aiin mas
preferiblemente de 1 a 4, aun mas preferiblemente de 1 a 3 y, aln mas preferiblemente de 1 a 2.

El péptido de extensién de la semivida incluye un péptido de extension de la semivida que comprende una
secuencia parcial C terminal de grelina de mamiferos tal como ser humano, mono, ganado, caballo, cerdo, perro,
ciervo, oveja, cabra, gato, conejo, rata, Suncus (rata almizclera) o ballena, aves tal como pavo o aves domésticas,
reptiles tal como tortuga, anfibios tal como rana y peces tal como anguila, bagre o tiburén.
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Respecto a la delecion, sustitucion y/o adicion de uno o algunos aminoacido(s) en la secuencia de aminoacidos de
A, By C cada uno de SEQ ID NO: 34 o SEQ ID NO: 67, los expertos en la materia pueden seleccionar
apropiadamente la posicion y tipo de del aminoacido adecuado para realizar la modificacion como tal por
comparacioén entre las secuencias de aminoacidos derivadas de varias especies.

La secuencia de aminoacidos de grelina derivada de varios organismos, péptido de extension de la semivida de la
parte C terminal de la misma, longitud completa de la secuencia central B, longitud completa de la secuencia A que
puede estar presente en el lado N terminal de la secuencia central y longitud completa de la secuencia C que puede

estar presente en el lado C terminal de la secuencia central se muestran en las siguientes tablas 1 a 7.

Tabla 1
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccién normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extension de
semivida
Ser humano SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 34 SEQ ID NO: 67
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 68
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Mono SEQID NO: 3 SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 69
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Ganado SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 70
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 71
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Caballo SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 72
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Cerdo SEQID NO: 7 SEQ ID NO: 40 SEQID NO: 73
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Tabla 2
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extensidon de
semivida
Perro SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 74
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Ciervo SEQID NO: 9 SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 75
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 76
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
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Oveja SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 44 SEQ ID NO: 77
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Cabra SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 78
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Gato SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 46 SEQ ID NO: 79
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Conejo SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 80
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Tabla 3
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extension de
semivida
Rata SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO: 81
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 82
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 50 SEQ ID NO: 83
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
Suncus SEQ ID NO: 18 SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 84
A:1a2 A:1a7
B:3a8 B:8a13
C:9a15 C:14a15
Ballena SEQ ID NO: 19 SEQ ID NO: 52 SEQ ID NO: 85
A:1a3 A:1a8
B:4a8 B:9a13
C:9a16 C:14a16
Pavo SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 86
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14 a17
Tabla 4
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extensiéon de
semivida
Ave doméstica SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 54 SEQ ID NO: 87
A:1a4 A:1a8
B:5a9 B:9a13
C:10a17 C:14a17
SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 55 SEQ ID NO: 88
A:1a4 A:1a6
B:5a9 B:7a11
C:10a 15 C:12a15
SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 56 SEQ ID NO: 89
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A:1a4 A:1a4
B:5a9 B:5a9
C:10a13 C:10a13
Tortuga SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 90
A:1a4 A:1a7
B:5a9 B:8a12
C:10a 16 C:13a16
Tabla 5
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extensidon de
semivida
Rana SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 58 SEQ ID NO: 91
A: 1 A:1a14
B:2a6 B:15a19
C:7a20 C: 20
SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 92
A: 1 A:1a12
B:2a6 B:13a17
C:7a18 C:18
SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 60 SEQ ID NO: 93
A: 1 A:1a1
B:2a6 B:12a16
C:7a17 C: 17
Tabla 6
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extensidon de
semivida
Anguila SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 61 SEQ ID NO: 94
A:1a2 A:1a7
B:3a6 B:8a 11
C:7a13 C:12a13
SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 62 SEQ ID NO: 95
A:1a2 A:1a4
B:3a6 B:5a8
C:7a10 C:9a10
Tabla 7
Especie No. de secuencia de | No. de aminoacido de cada | No. de aminoacido de cada
grelina parte del No. de secuencia | parte del No. de secuencia
(direccion normal) del péptido | (direccion invertida) del
de extension de semivida péptido de extensidon de
semivida
Bagre SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 96
A:1a2 A:1a7
B:3a7 B:8a12
C:8a14 C:13a14
SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 64 SEQ ID NO: 97
A:1a2 A:1ab
B:3a7 B:6a10
C:8a12 C:11a12
SEQ ID NO: 32 SEQ ID NO: 65 SEQ ID NO: 98
A:1a2 A:1a4
B:3a7 B:5a9
C:8a11 C:10a 11
Tiburén SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 66 SEQ ID NO: 99
A: cero A:1a15
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B:1a3
C:4a18

B:16a 18
C: cero

Las secuencias de aminoacidos de grelina derivadas de varios organismos en las tablas 1 a 7 se muestran a

continuacion. Las subrayadas son las partes correspondientes al péptido de extension de semivida.

Ser humano GSSFLSPEHQRVYQQRKESKKPPAKLQPR (SEQID NO: 1)
GSSFLSPEHQRVQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQID NO: 2)
Mono GSSFLSPEHQRAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 3)
Ganado GSSFLSPEHQKLQ-RKEAKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 4)
GSSFLSPEHQKLQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 5)
Caballo GSSFLSPEHHKVQHRKESKKPPAKLKPR (SEQ ID NO: 6)
Cerdo GSSFLSPEHQKVQQRKESKKPAAKLKPR (SEQID NO: 7)
Perro GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 8)
Ciervo GSSFLSPEHQKLQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 9)
GSSFLSPDHQKLQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 10)
Oveja GSSFLSPEHQKLQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 11)
Cabra GSSFLSPEHQKLQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 12)
Gato GSSFLSPEHQKVQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 13)
Conejo GSSFLSPEHQKVQQRKESKKPAAKLKPR (SEQ ID NO: 14)
Rata GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 15)
GSSFLSPEHQKAQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 16)
GSSFLSPEHQKTQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 17)
Suncus GSSFLSPEHQKGP-KKDPRKPPKLQPR (SEQ ID NO: 18)
Ballena GSSFLSPEHQKLQ-RKEAKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 19)
Pavo GSSFLSPAYKNIQQQKDTRKPTARLHPR (SEQ ID NO: 20)
Ave doméstica GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLHRR (SEQ ID NO: 21)
GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLH (SEQ ID NO: 22)
GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTAR (SEQ ID NO: 23)
Tortuga GSSFLSPEYQNTQQRKDPKKHTK-LNRR (SEQ ID NO: 24)
Rana GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNMNRR (SEQ ID NO: 25)
GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNMN (SEQ ID NO: 26)
GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNM (SEQ ID NO: 27)
Anguila GSSFLSPS-QRPQG-KD-KKP-PRVGRR (SEQ ID NO: 28)
GSSFLSPS-QRPQG-KD-KKP-PRV-NH, (SEQ ID NO: 29)
Bagre GSSFLSPT-QKPQNR-GDRKPP-RVGRR (SEQ ID NO: 30)
GSSFLSPT-QKPQNR-GDRKPP-RVG (SEQ ID NO: 31)
GSSFLSPT-QKPQNR-GDRKPP-RV-NH, (SEQ ID NO: 32)
Tiburon GVSFHPRLKEKDDNSSGNSRKSNPKR (SEQ ID NO: 33)

Las secuencias de aminoacidos del péptido de extension de la semivida (secuencias normales) derivadas de varios
organismos en las tablas 1 a 7 se muestran a continuacion. Las subrayadas son las partes correspondientes a la
secuencia central B, el lado N-terminal de la secuencia central B es la parte correspondiente a la secuencia Ay el

10

lado C terminal de la secuencia central B es la parte correspondiente a la secuencia C.

Ser humano VQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 34)

VQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 35)
Mono AQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 36)
Ganado LQ-RKEAKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 37)

LQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 38)
Caballo VQHRKESKKPPAKLKPR (SEQ ID NO: 39)
Cerdo VQQRKESKKPAAKLKPR (SEQ ID NO: 40)
Perro LQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 41)
Ciervo LQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 42)

LQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 43)
Oveja LQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 44)
Cabra LQ-RKEPKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 45)
Gato VQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 46)
Conejo VQQRKESKKPAAKLKPR (SEQ ID NO: 47)
Rata AQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 48)

AQ-RKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 49)

TQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 50)
Suncus GP-KKDPRKPPKLQPR (SEQ ID NO: 51)
Ballena LQ-RKEAKKPSGRLKPR (SEQ ID NO: 52)
Pavo IQQQKDTRKPTARLHPR (SEQ ID NO: 53)
Ave doméstica IQQQKDTRKPTARLHRR (SEQ ID NO: 54)
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IQQQKDTRKPTARLH
IQQQKDTRKPTAR
TQQRKDPKKHTK-LNRR
QKIAERQSQNKLRHGNMNRR
QKIAERQSQNKLRHGNMN
QKIAERQSQNKLRHGNM
QK-KD-KKP-PRVGRR
QK-KD-KKP-PRV
QNR-GDRKPP-RVGRR
QNR-GDRKPP-RVG
QNR-GDRKPP-RV
KEKDDNSSGNSRKSNPKR

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

Las secuencias de aminoacidos del péptido de extension de la semivida (secuencias invertidas) derivadas de varios
organismos en las tablas 1 a 7 se muestran a continuacion. Las subrayadas son las partes correspondientes a la
secuencia central B, el lado N-terminal de la secuencia central B es la parte correspondiente a la secuencia Ay el

lado C terminal de la secuencia central B es la parte correspondiente a la secuencia C.

Ser humano

Mono
Ganado

Caballo
Cerdo
Perro
Ciervo

Oveja
Cabra
Gato
Conejo
Rata

Suncus
Ballena

Pavo

Ave doméstica

Tortuga
Rana

Anguila

Bagre

Tiburén

RPQLKAPPKKSEKRQQV
RPQLKAPPKKSEKR-QV
RPQLKAPPKKSEKRQQA
RPKLRGSPKKAEKR-QL
RPKLRGSPKKPEKR-QL
RP KLKAPPKKSEKRHQV
RPKLKAAPKKSEKRQQV
RPQLKAPPKKSEKRQQL
RPKLRGSPKKPEKR-QL
RPKLRGSPKKPEKR-QL
RPKLRGSPKKPEKR-QL
RPKLRGSPKKPEKR-QL
RPQLKAPPKKSEKR-QV
RPKLKAAPKKSEKRQQV
RPQLKAPPKKSEKRQQA
RPQLKAPPKKSEKR-QA
RPQLKAPPKKSEKRQQT
RPQLKPPKRPDKK- PG
RPKLRGSPKKAEKR-QL
RPHLRATPKRTDKQQQI
RRHLRATPKRTDKQQQI
HLRATPKRTDKQQQI
RATPKRTDKQQQI
RRNL-KTHKKPDKRQQT
RRNMNGHRLKNQSQREAIKQ
NMNGHRLKNQSQREAIKQ
MNGHRLKNQSQREAKQ
RRGVRP-PKK-DK-GQ
VRP-PKK-DK-GQ
RRGVR-PPKRDG-RNQ
GVR-PPKRDG-RNQ
VR-P PKRDG-RNQ
RKPNSKRSNGSSNDDKEK

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

67)
68)
69)
70)
71)
72)
73)
74)
75)
76)
77)
78)
79)
80)
81)
82)
83)
84)
85)
86)
87)
88)
89)
90)
91)
92)
93)
94)
95)
96)
97)
98)
99)

Se prefiere que el péptido de extension de la semivida como tal se use para el individuo de la especie de la que
deriva el péptido. Para seres humanos, por ejemplo, se prefiere usar la secuencia C terminal de grelina derivada de
ser humano. Cuando el péptido de extensién de la semivida comprende la secuencia AB, BC o ABC, se prefiere usar
la secuencia A, B y C derivada de la misma especie del organismo, aunque también es posible usar un péptido
quimera en el que las secuencias A, B y C derivan de diferentes especies. En el péptido quimera, la combinacion se
secuencias derivadas de mamiferos, aves, reptiles y anfibios es preferida, la combinacion de secuencias derivadas
de mamiferos es mas preferida y la combinacion se secuencias derivadas de ser humano es ain mas preferida.

En la presente invencion, la expresion que dice que, cuando esta unido a un péptido objeto, su actividad fisiologica
se conserva significa que, cuando esta unido a cualquiera de extremo N, el extremo C o ambos extremos del péptido
objeto, no menos del 1% de la actividad del péptido objeto aun se conserva. La expresion que dice que la semivida
del péptido objeto se extiende significa que, cuando esta unido a cualquiera de extremo N, el extremo C o ambos
extremos del péptido objeto, la semivida resultante se extiende comparada con el péptido objeto incluso un poco.
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(2) Péptido quimérico

Cuando el péptido de extension de la semivida anteriormente ilustrado se une al lado N terminal, lado C terminal o
ambos lados terminales del péptido que tiene una actividad fisioldgica, se prepara el péptido quimérico que tiene una
farmacocinética mejorada in vivo. Cuando el péptido de extension de la semivida se une a ambos extremos, ambos
péptidos pueden ser iguales o diferentes.

A y/o C pueden estar unidos al extremo N y/o al extremo C del péptido objeto. Alternativamente, la adicion de A y/o
C a la cadena lateral de un aminoacido contenido en B tal como el grupo amino de lisina, grupo carboxilo de acido
glutamico o acido aspartico, etc., también es una opcion. Para la adicién, también es posible seleccionar un enlace
peptidico u otro método de unién apropiado si se desea.

Respecto al péptido objeto, es posible usar un derivado que es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
donde uno o algunos aminoacido(s) se deleciona(n), sustituye(n) y/o afiade(n) en la secuencia de aminoacidos
respecto al péptido fisioldgicamente activo natural o el péptido y que tiene la actividad fisiolégica del péptido. A
menos que se mencione especificamente en la presente especificacion, no hay limitacion particular para los
numeros de aminoacido(s) que se sustituye(n) etc., en “uno o mas se sustituye(n), deleciona(n), inserta(n) y/o
afade(n)” respecto al aminoacido siempre que el péptido que comprende la secuencia de aminoacidos o un
derivado del mismo tenga una funcién deseada y, por ejemplo, los nimeros son de aproximadamente 1 a 4, o de
aproximadamente 1 a 2 y la seleccion de sitios plurales también es posible. En el caso de sustitucién etc., al
aminoacido que tiene la propiedad similar (carga y/o polaridad), es probable que la funcion deseada no se pierda
incluso cuando muchos aminoacidos se sustituyan. “Aminoacido” en la presente especificacion incluye todos los
aminoacidos tal como L-aminoacido, D-aminoacido, a-aminoacido, B-aminoacido, y-aminoacido, aminoacido natural
0 aminoacido sintético.

Cuando el péptido objeto es un derivado de un péptido fisiolégicamente activo natural, su aminoacido tiene una
homologia de preferiblemente no menor del 70%, mas preferiblemente no menor del 80%, aun mas preferiblemente
no menor del 90%, en particular preferiblemente no menor del 95% y lo mas preferiblemente no menor del 97%
comparado con la secuencia de aminoacidos nativa.

B puede ser el tinico unido siempre que la estructura del péptido objeto al que el péptido de extension de la semivida
cumpla el requisito estructural de A y/o C.

Ejemplos del péptido objeto adecuado incluyen péptido natriurético o, preferiblemente, péptido natriurético auricular
(ANP; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es ANP humano de SEQ ID NO: 100), péptido natriurético
cerebral (BNP; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es BNP humano de SEQ ID NO: 160), péptido
natriurético de tipo C (CNP; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es CNP-22 de SEQ ID NO: 101), motilina
(aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es motilina humana de SEQ ID NO: 102), péptido glucagoénico 1
(GLP-1; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es GLP-1 (7-36) amida humano de SEQ ID NO: 103),
hormona paratiroidea (PTH; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es PTH (1-34) humana de SEQ ID NO:
104) y calcitonina (CT; aunque su origen no esta limitado, un ejemplo es CT humana de SDEQ ID NO: 105) que son
péptidos fisioldgicamente activos que tienen semivida corta o un derivado de los mismos.

El derivado se puede seleccionar por tal medio que se haga actuar en las células incubadas que expresan un
receptor del péptido fisiologicamente activo original y después se mide una sustancia marcadora en el liquido de
cultivo. En el caso de ANP o CNP, por ejemplo, la seleccion es posible por tal medio que se hace actuar en las
células incubadas que expresan GC-A o GC-B que es un receptor de los mismos y después se mide el GMP ciclico
en el liquido de cultivo. En el caso del péptido activo que actia sobre las células que expresan GPC-R tal como
motilina o GLP-1, es posible seleccionar midiendo la activacién de un sistema de transduccién de sefiales tal como
la medida de AMP ciclico en liquido de cultivo o medida del calcio intracelular.

La presente invencion también incluye una sal del péptido quimérico. Aunque se puede usar cualquier sal siempre
que la sal sea no toxica, se prefiere una sal farmacéuticamente aceptable y su ejemplo incluye sal con base
inorganica, sal con base organica, sal con acido inorganico, sal con acido organico y sal con aminoacido basico o
acido.

Los ejemplos preferidos de la sal con base inorganica incluyen sal de metal alcalino tal como sal de sodio o sal de
potasio; sal de metal alcalinotérreo tal como sal de calcio o sal de magnesio; y sal tal como sal de aluminio o sal de
amonio.

Los ejemplos preferidos de la sal con base organica incluyen sal con trimetilamina, trietilamina, piridina, picolina,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, diciclohexilamina o N,N’-dibenciletilendiamina.

Los ejemplos preferidos de la sal con acido inorganico incluyen sal con acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
nitrico, acido sulfurico o acido fosférico.
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Los ejemplos preferidos de la sal con acido organico incluyen sal con acido férmico, acido acético, acido
trifluoroacético, acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico, acido maleico, acido citrico, acido succinico, acido
malico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico o acido p-toluenosulfénico.

Los ejemplos preferidos de la sal con aminoacido basico incluyen sal con arginina, lisina u ornitina. Los ejemplos
preferidos de la sal con aminoacido acido incluyen sal con acido aspartico o acido glutamico.

Entre las sales anteriores, las sales preferidas son esas con base inorganica y la sal de sodio y sal de potasio son
las mas preferidas.

Un péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo donde ANP y BNP son objetos es eficaz
para el tratamiento de insuficiencia cardiaca aguda y empeoramiento agudo de insuficiencia cardiaca cronica basado
en una accion fisiologica a través de NPRA (GCA) que es un receptor para ANP y BNP y, en afios recientes, su muy
alto efecto se ha notado para una mejora de prondstico después de infarto de miocardio. Ademas de lo anterior, se
puede usar como un ingrediente eficaz de un agente de tratamiento para arterioesclerosis obliterante, cardiopatia
isquémica, hipertension, edema, miocardiopatia, retinitis, enfermedad renal diabética, nefroesclerosis, infarto de
miocardio, etc.

Un péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo donde CNP es un péptido objeto es eficaz
para su aplicacion para prevenir la restenosis después de PTCA después de estenosis de arteria coronaria y
condrodisplasia atipica basado en una accion fisioldgica a través de NPRB (GCB) que es un receptor para CNP y
también para tratar hipertensién pulmonar, enfermedad obliterante de la arteria periférica, artrosis, artritis
reumatoide, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, infarto de miocardio y miocarditis y se puede usar
como un ingrediente eficaz para tal agente de tratamiento.

Un péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo donde motilina es un péptido objeto es
eficaz para su aplicacion a dispepsia funcional, esofagitis por reflujo, paralisis de motilidad gastrica diabética,
sindrome de intestino irritable de tipo estrefiimiento, pseudoileo crénico, ileo posoperatorio, gastritis cronica y
gastritis atréfica basado en una accion fisiologica a través de motilina-R que es un receptor para motilina y se puede
usar como un ingrediente eficaz de tal agente de tratamiento.

Un péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo donde GLP-1 es un péptido objeto es eficaz
para su aplicacion a diabetes mellitus etc., y se puede usar como un ingrediente eficaz para tal agente de
tratamiento. Un péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo donde PTH es un péptido
objeto es eficaz para su aplicacion a hipotiroidismo, etc., y se puede usar como un ingrediente eficaz para tal agente
de tratamiento.

(3) Proceso para producir un péptido guimérico

También se describe un proceso para producir un péptido quimérico donde la semivida en plasma se extiende y la
actividad fisiolégica del péptido objeto esta disponible en el que el péptido de extension de la semivida de la
presente invencién como se ha mencionado anteriormente se une al lado N terminal, lado C terminal o ambos
extremos del péptido objeto.

El péptido quimérico se puede producir por un método convencional (referencia, por ejemplo, a J. Med. Chem., 43,
pp 4370-4376, 2000). Por ejemplo, se puede producir por una técnica de ADN recombinante y/o sintesis quimica. En
un proceso de producciéon usando una técnica de ADN recombinante, por ejemplo, se incuban células huésped
transformadas por un vector de expresion que tiene el ADN que codifica el péptido quimérico y el péptido objetivo se
recoge del producto cultivado después de lo cual el péptido quimérico se puede producir.

Los ejemplos del vector en el que el gen se integra incluye vector de Escherichia coli (pBR 322, pUC18, pUC19,
etc.), vector de Bacillus subtilis (pUB110, pTP5, pC194, etc.), vector de levadura (tipo Yep, tipo YRp, tipo Yip, etc.) y
vector de células animales (retrovirus, virus vaccinia, etc.) aunque cualquier otro vector se puede usar siempre que
pueda mantener establemente el gen objeto en las células huésped. El vector se transduce en células huésped
apropiadas. Respecto al método para integrar el gen objeto diana en un plasmido o un método para introducirlo en
las células huésped, se puede utilizar un método mencionado en Molecular Cloning (Sambrook, et al., 1989), por
ejemplo.

Al expresar el gen del péptido quimérico en el plasmido anterior, un promotor esta unido a la regién 5’ del gen para
funcionar.

Respecto al promotor, se puede usar cualquiera siempre que sea un promotor apropiado correspondiente a las
células huésped usadas para la expresion del gen objeto. Cuando, por ejemplo, la célula huésped que se va a
transformar es el género Escherichia, se puede usar el promotor lac, el promotor trp, el promotor Ipp, el promotor A
PL, el promotor recA, etc. Cuando es el género Bacillus, se puede usar el promotor SP01, el promotor SP02, etc.
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Cuando es levadura, se puede usar el promotor GAP, promotor PHO5, promotor ADH, etc. Cuando es una célula
animal, se puede usar un promotor derivado de SV40, promotor derivado de retrovirus, etc.

Las células huésped se transforman usando un vector que contiene el gen objeto producido como antes. Respecto a
la célula huésped, se pueden usar bacterias (tal como el género Escherichia o el género Bacillus), levadura (tal
como el género (Saccharomyces, género Pichia o género Candida), célula animal (tal como célula CHO o célula
COS), etc. Respecto a un medio para la incubacién, el medio liquido es apropiado y es particularmente preferido que
el medio contenga fuente de carbono, fuente de nitrégeno, etc., necesarias para el crecimiento de las células
transformadas que se van a incubar. Si se desea, se pueden afadir al medio vitaminas, factores que fomentan el
crecimiento, suero, etc.

Después de la incubacion, el péptido quimérico se separa y purifica por un método convencional a partir de los
productos incubados. Por ejemplo, al extraer la sustancia objeto de los de los microbios o células incubados, los
microbios o células se recogen después de la incubacion y se resuspenden en un tampon que contiene un
modificador de proteina (tal como clorhidrato de guanidina) y los microbios o células se disgregan por onda
ultrasdnica o similar seguido por someter a separacion centrifuga. Al purificar la sustancia diana del liquido
sobrenadante, se realizan medios de separacion y purificacion tal como filtracion en gel, ultrafiltracion, dialisis, SDS-
PAGE o varias cromatografias mediante una combinacién apropiada de los mismos considerando el peso molecular,
solubilidad, carga (punto isoténico) afinidad etc., de la sustancia objeto.

El péptido quimérico también se puede sintetizar quimicamente por métodos convencionales. Por ejemplo, se
condensa un aminoacido que tiene grupos protectores por un método de fase liquida y/o un método de fase sdlida
para elongar la cadena peptidica, todos los grupos protectores se eliminan por un acido y el producto crudo
resultante se purifica para dar el producto diana. Con respecto a un método que se puede usar para la produccion
del péptido quimérico, se conocen ya varios métodos y el péptido quimérico como la sustancia también se puede
producir facilmente por métodos conocidos. Por ejemplo, se puede usar una sintesis peptidica clasica o se puede
realizar un método de fase sélida por lo cual el producto se puede producir faciimente.

Ademas, se puede usar un proceso de produccion en el que se combinan una técnica de ADN recombinante y una
sintesis quimica. Por tanto, cuando se afiade un péptido de extensiéon de semivida a la cadena lateral de un
aminoacido sobre el péptido objeto (tal como el grupo amino de un residuo de lisina o el grupo carboxilico de acido
glutamico o acido aspartico), la produccion se realiza por una sintesis quimica mientras, en otras partes, la
produccion se realiza usando una técnica de ADN recombinante y, después de eso, los fragmentos se fusionan para
producir el producto.

Tal método también se puede comprender como un método donde el péptido de extension de la semivida
mencionado anteriormente en el presente documento se une al lado N terminal, lado C terminal o ambos lados
terminales del péptido objeto por lo cual la semivida en plasma del péptido objeto se alarga.

(4) Preparaciones farmacéuticas

El péptido quimérico de la presente invencion se puede usar como un farmaco para animales (individuos) incluyendo
seres humanos. El péptido quimérico de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se
mezcla con un soporte farmacéuticamente aceptable por lo cual se puede fabricar una composicion farmacéutica
(preparacion farmacéutica). No hay limitacion para la forma farmacéutica y, por ejemplo, la preparacion se usa como
preparacion solida o preparacion liquida para administracion oral o como una preparacion de inyeccion para uso
parenteral.

Los ejemplos de la preparacion solida para administracion oral incluyen comprimidos, pildoras, capsulas, polvo
diluido y granulos mientras que los ejemplos de la preparacion liquida incluyen para administracion oral incluyen
jarabe.

Respecto al soporte farmacéuticamente aceptable, varias sustancias soporte organicas o inorganicas que se han
usado comunmente como materiales para la preparacion se pueden usar y los ejemplos de las mismas en la
preparacion sélida incluyen excipiente, lubricante, aglutinante y agente disgregante mientras que ejemplos de las
mismas en la preparacion liquida incluyen solvente, ayuda de solubilizacién, agente de suspension, agente
isotonizante, tampon y agente analgésico. Si es necesario, también se pueden usar aditivos para la preparacion
tales como antiséptico, antioxidante, agente colorante o edulcorante.

Los ejemplos apropiados del excipiente incluyen lactosa, azucar, D-manitol, almidén, celulosa cristalina y anhidrido
de acido silicico ligero.

Los ejemplos apropiados del lubricante incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, talco y silice coloidal.

Los ejemplos apropiados del aglutinante incluyen celulosa microcristalina, azucar, D-manitol, dextrina,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y polivinilpirrolidona.
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Los ejemplos apropiados del agente disgregante incluyen almidén, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa
calcica, croscarmelosa sodica y carboximetil almidon sédico.

Los ejemplos apropiados del solvente incluyen agua para inyeccion, alcohol, propilenglicol, Macrogol, aceite de
sésamo y aceite de maiz.

Los ejemplos apropiados de la ayuda de solubilizacion incluyen polietilenglicol, propilenglicol, D-manitol, benzoato de
bencilo, etanol, trisaminometano, colesterol, trietanolamina, carbonato de sodio y citrato de sodio.

Los ejemplos apropiados del agente de suspension incluyen tensioactivo tal como estearil trietanolamina,
laurilsulfato de sodio, acido laurilaminopropiénico, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio y
monoestearato de glicerol; y polimero hidrofilico tal como alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa
sédica, metilcelulosa, hidroximeticelulosa, hidroxietilcelulosa, e hidroxipropilcelulosa.

Los ejemplos apropiados del agente isotinizante incluyen cloruro de sodio, glicerol y D-manitol.
Los ejemplos apropiados del tampdn incluyen un tampdn liquido tal como fosfato, acetato, carbonato o citrato.
Los ejemplos apropiados del agente analgésico incluyen alcohol bencilico.

Los ejemplos apropiados del antiséptico incluyen p-hidroxibenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol
fenetilico, acido deshidroacético y acido sorbico.

Los ejemplos apropiados del antioxidante incluyen sulfito y acido ascarbico.

Respecto a la forma farmacéutica del farmaco de la presente invencioén, se prefiere una forma farmacéutica que sea
adecuada para administracion parenteral. Los ejemplos de las formas farmacéuticas adecuadas para administracion
parenteral incluyen preparacién de inyeccidn para administracion intravenosa, administracion intracutanea,
administracion subcutanea o administracion muscular, goteo, supositorio, adsorbente percutaneo, adsorbente
permucoso y agente inhalante. Entre las anteriores, la forma farmacéutica de una inyeccion es preferida vy,
particularmente cuando el individuo es humano en el caso de tratamiento en casa, la forma farmacéutica tal como
adsorbente permucoso, agente inhalante o supositorio también es preferida. Los expertos en la materia conocen
varias formas farmacéuticas como tales por lo cual los expertos en la materia pueden seleccionar apropiadamente la
forma farmacéutica que es adecuada para la via de administracién y uso deseados, si es necesario, uno o mas
aditivo(s) farmacéutico(s) son utilizables en el campo relacionado para fabricar la preparaciéon en la forma de una
composicion farmacéutica.

Por ejemplo, un farmaco en la forma de inyeccidon o goteo se puede preparar y proporcionar de tal manera que el
péptido quimérico dotado con una semivida larga que es un ingrediente eficaz se disuelve en agua destilada para
inyeccion junto con uno o mas aditivo(s) farmacéutico(s) apropiado(s) tal como tampdn, solucién de azicar, agente
isotonizante, agente ajustador de pH, agente analgésico o agente antiséptico, se somete a esterilizacion por
filtracion (a través de u filtro) y se carga en ampollas o viales o la solucion sometida a esterilizacion por filtracion se
liofiliza para preparar una preparacion liofilizada. Los ejemplos del aditivo utilizable para ello incluyen sacaridos tal
como glucosa, manitol, xilitol o lactosa; polimero hidrofilico tal como polietilenglicol; alcohol tal como glicerol;
aminoacido tal como glicina; proteina tal como seroalbumina; sal tal como NaCl y citrato de sodio; acido tal como
acido acético, acido tartarico, acido ascoérbico o acido hialurénico; tensioactivo tal como Tween 80; y agente reductor
tal como sulfito de sodio. La preparacién como tal se puede usar como preparacion para inyeccién o preparacion de
goteo mediante la adicion de agua destilada para inyeccion o solucion salina fisioldgica a la misma para disolver en
uso real. Para una administracion permucosa, una preparacion intranasal (preparacion para administrar a través de
la nariz) tal como gota intranasal o espray intranasal también es adecuada. Para una administracién perpulmonar,
también es adecuado agente inhalante.

La cantidad del péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparaciéon varia
dependiendo de la forma farmacéutica y es habitualmente desde aproximadamente 0,001 a 1000 mg,
preferiblemente de aproximadamente 0,01 a 100 mg, mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 100 mg, y en
particular preferiblemente, de aproximadamente 1 a 100 mg.

Se prefiere que la dosis anterior se administre de una a tres veces al dia o de una a siete veces a la semana y el
periodo para la administracion varia dependiendo del tipo del péptido objeto y no esta particularmente limitado.

La dosis del péptido quimérico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo segun la presente invencion se

puede determinar apropiadamente dependiendo del tipo del péptido objeto y también de la semivida del péptido
quimérico.
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Como tal, la presente invencion incluye un método para el tratamiento de la enfermedad que se puede tratar por el
péptido objeto contenido en la composicién farmacéutica, por ejemplo, administrando la composicion farmacéutica
anteriormente mencionada de la presente invencién a individuos.

La presente invencion se ilustrara ahora en mas detalle por medio de los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1 (Cambio en la concentracion de inmunorreactividad de ANP de ANP nativo o ANP quimérico en plasma)

Se investigaron cambios en la concentracion de inmunorreactividad de ANP en plasma cuando se administraron un
ANP nativo y un péptido quimérico (ANP quimérico) al se le confirid un péptido de extension de la semivida.

El experimento se realizd usando ratas en las que se inserté previamente un tubo de polietileno (PE-50; fabricado
por Clay Adams) en la arteria de muslo en condicion anestesiada con Nembutal. Como sistema de prueba, ratas
macho de una cepa SD de 7 semanas de edad (suministradas por Nippon Charles River) se sometieron al
experimento donde un grupo comprendia tres ratas. ANP nativo (a-hANP, SEQ ID NO: 100) o un ANP quimérico (A,
B y C) se administré cada uno a la rata por via intravenosa o subcutanea (lomo) en una dosis de 0,1 mg/kg y se
recogid sangre durante el tiempo desde antes de la administracion hasta 90 a 180 minutos después de la
administracion mediante un tubo de polietileno insertado en la arteria. Se afiadieron un estabilizante y EDTA
(fabricado por Dojin Laboratories) y aprotinina (fabricada por Bayer) como anticoagulantes a la sangre recogida, se
separ6 el plasma por medio de separacion centrifuga y se midid la concentracion en plasma por un
radioinmunoensayo (RIA) competitivo (Fig. 1). En ese momento, se usé un anticuerpo policlonal de conejo (#8) que
reconoce una parte del anillo de ANP como un anticuerpo y se us6 125I-[Tyr28] a-ANP como compuesto marcador.

Cada secuencia de aminoacidos de ANP quimérico (A, B y C) es como sigue y todas ellas conservaron una actividad
agonista de tipo receptor de guanilato ciclasa (receptor de GC-A) humano.

ANP quimérico (A): CFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRYVQQRKESKKPPAKLQPR (enlace S-S entre los miembros
subrayados) (SEQ ID No: 106)

ANP quimérico (B): VQQRKESKKPPAKLQPRCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY (enlace S-S entre los miembros
subrayados) (SEQ ID No: 107)

ANP quimérico (C): RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY (enlace S-S entre los miembros
subrayados) (SEQ ID No: 108)

Se calcularon los parametros farmacocinéticos a partir de los cambios resultantes en las concentraciones de
inmunorreactividad en plasma. En ese momento, se usé WinNonlin Professional Ver. 4.0.1 (fabricado por Pharsight
Corporation, EE UU) como software analitico. EI método para el calculo de cada parametro se menciona como
sigue.

Se calcularon la concentracion al tiempo 0 (CO; valor extrapolado, ng/ml), area bajo la curva para concentracion en
plasma frente al tiempo (AUC; ng-min/ml) y semivida de extincion (T1/2; minuto(s)) como sigue. CO se calculé como
un valor en el tiempo 0 por medio de extrapolacion a partir de los cambios en la concentraciéon de inmunorreactividad
en plasma en cada periodo de recogida de sangre. AUC se calculd por un método trapezoidal usando las
concentraciones de inmunorreactividad en plasma en todos los puntos de medida (t) y se determiné un valor
extrapolado hasta el tiempo infinito. T1/2 se calculé por medio de un método de minimos cuadrados de la inclinaciéon
de una linea recta que une varios puntos en una fase de desapariciéon de la concentracion de inmunorreactividad en
plasma. En el caso de una administracién subcutanea, no se determiné CO, sino que se determinaron la
concentracion maxima en plasma (Cmax; ng/ml) y el tiempo al que se alcanza la concentracion maxima en plasma
(Tmax; min). Cmax era el valor mas alto en la concentracion de inmunorreactividad en plasma en cada una de las
fases de recogida de sangre y, respecto a Tmax, se adopté un tiempo de recogida de sangre donde la concentracion
mostré Cmax.

El resultado se muestra en las siguientes tablas 8 y 9.
Tabla 8.

Parametros farmacocinéticos cuando se administran ANP nativo y ANP quimérico (A, B y C) del mismo por via
intravenosa durante un tiempo (0,1 mg/kg) a ratas macho (N = 3)

e Dosis (00} AUC 0— .
Péptido (mg/kg) (ng/ml) (ng/min/ml) T1/2 (min) Valor P
ANP nativo 0,1 Valor medio & 993 208 1498 + 90 2.88+0,13 -
desviacion estandar
_ANP 0,1 Valor medio 1235+71 | 117771374 | 24,0+ 25" [0,000]
quimérico (A) desviacion estandar
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_ANP 0.1 Valormedio® | 45754 361 | 10527 +£969 | 40,0+ 12,4* [0,007]
quimérico (B) desviacion estandar

_ANP 0.1 Valormediot | y5aa . 440 | 8867 930 272438 [0,000]
quimérico (C) desviacion estandar

* Se advirtio diferencia significativa de la semivida de desaparicion de ANP nativa en la prueba de la T (P < 0,05).
Tabla 9.

Parametros farmacocinéticos cuando se administran ANP nativo y ANP quimérico (A, B y C) del mismo por via
subcutanea (0,1 mg/kg) a ratas macho (N = 3)

e Dosis Cmax Tmax AUC 0— .

Péptido (mg/kg) (ng/ml) (min) (ng/min/ml) T1/2 (min)  Valor P
ANP 0,1 Valor medio 223453 | 83+29 | 535+157 | 11,2+2,0 -
nativo desviacion estandar
ANP Valor medio %

quimérico 0,1 desviacion estér;dar 63,3 +31,8 5,0+£0,0 2041 +535 | 46,4 +8,0* [0,002]
(A)
ANP Valor medio %
quimérico 0,1 desviacion estér;dar 64,5+40,7 | 16,7+58 | 3985+2252 | 57,3+7,1* [0,000]
(B)
ANP Valor medio %
quimérico 0,1 desviacion estér;dar 55,1+10,3 | 20,0+0,0 3402 +860 | 37,8+7,8* [0,007]
()

* Se advirti6 diferencia significativa de la semivida de desaparicion de ANP nativa en la prueba de la T (P < 0,05).

Cuando se administr6 ANP quimérico (A, B y C) por via intravenosa, cualquiera de esos derivados mostré una
concentracion creciente en plasma comparado con el ANP nativo que mostré una propiedad sostenida.

Ademas, cuando se administré el ANP quimérico (A, B y C) por via subcutanea, cualquiera de esos derivados
mostré una concentracion creciente en plasma comparado con el ANP nativo que mostré una propiedad sostenida.

Ejemplo 2 (Cambios en la concentracion en plasma y actividad biolégica de CNP-22 nativo y CNP _quimérico)

Se investigaron cambios en la concentraciéon de inmunorreactividad en plasma de CNP-22 nativo y péptido
quimérico (CNP quimérico) donde se afiadio un péptido de extension de la semivida a CNP.

El experimento se realiz6 de la misma manera que en el ejemplo 1 que se usaron ratas donde un tubo de
polipropileno se insertd previamente en la arteria del muslo en una condicién de anestesia con Nembutal y se usaron
ratas de la cepa SD macho de 7 semanas de edad (compradas de Nippon Charles River) donde un grupo
comprendia 3 ratas. Se administr6 CNP-22 nativo (SEQ ID NO: 101) o un CNP quimérico (A y B) cada uno a la rata
por via intravenosa (cola) o subcutanea (lomo) en una dosis de 0,1 mg/kg y se recogié sangre durante el tiempo
desde antes de la administracion hasta 90 a 180 minutos después de la administracién mediante un tubo de
polietileno insertado en la arteria del muslo. Se afiadieron EDTA (fabricado por Dojin Laboratories) y aprotinina
(fabricada por Bayer) como estabilizante y anticoagulante, respectivamente a la sangre recogida, el plasma se
separ6 por medio de separacion centrifuga y se midié la concentracion en plasma por un RIA competitivo. En ese
momento, se usd un anticuerpo policlonal de conejo (#2) que reconoce una parte de anillo de CNP-22 como un
anticuerpo y se uso6 125I-[Tyro] CNP como compuesto marcador. El analisis farmacocinético se llevd a cabo por el
mismo método que en el ejemplo 1.

Las secuencias de aminoacidos de CNP quimérico (A y B) son como sigue y ambas tienen una actividad agonista de
tipo receptor de guanilato ciclasa B (receptor de GC-B) humano.

CNP quimérico (A): RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGLKLDRIGSMSGLGC (enlace S-S entre los miembros
subrayados) (SEQ ID No: 109)

CNP quimérico (B): CFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR (enlace S-S entre los miembros
subrayados) (SEQ ID No: 110)

Los resultados se muestran en la figura 2 y las siguientes tablas 10 y 11.
Tabla 10.

Parametros farmacocinéticos cuando se administran CNP-22 nativo y CNP quimérico (A y B) del mismo por via
intravenosa (0,1 mg/kg) a ratas macho (N = 3)
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e Dosis (00] AUC 0— .
Péptido (mg/kg) (ng/ml) (ng/min/ml) T1/2 (min) Valor P
CNP-22 0,1 Valormediot | 45184073 | 15374602 | 2,93+0,23 -
nativo desviacion estandar
_CNP 0,1 Valor medio 1034+ 358 | 6423 + 553 21,7 £6,1* [0,006]
quimérico (A) desviacion estandar
_ GNP 0,1 Valormediot | 44551749 | 9104+557 | 36,2+23" [0,000]
quimérico (B) desviacion estandar

* Se advirtio diferencia significativa de la semivida de desaparicion de CNP-22 nativo en la prueba de la T (P < 0,05).
Tabla 11.

Parametros farmacocinéticos cuando se administran CNP-22 nativo y CNP quimérico (A y B) del mismo por via
subcutanea (0,1 mg/kg) a ratas macho (N = 3)

e Dosis Cmax Tmax AUC 0— .
Péptido (mg/kg) (ng/ml) (min) (ng/min/ml) T1/2 (min)  Valor P
CNP-22 1 4 Valor medio & 556+45 | 50400 | 1063+75 | 7.8+0,9% -
nativo desviacion estandar
CNP Valor medio %
quimérico 0,1 desviacion estér;dar 27927 13,3 5,8 1491 +493 | 20,7 +7,5* [0,042]
(A)
CNP Valor medio %
quimérico 0,1 desviacion estér;dar 328179 10,0+ 0,0 1688 + 617 | 24,0+9,7* [0,045]
(B)

* Se advirtio diferencia significativa de la semivida de desaparicion de CNP-22 nativo en la prueba de la T (P < 0,05).

Después de la administracion intravenosa, el CNP-22 nativo disminuyo rapidamente en plasma en una semivida
corta mientras que, en el CNP quimérico, se retuvo una concentracion aproximadamente 100 veces mayor en
plasma comparado con el CNP-22 nativo incluso después de 90 minutos desde la administracion.

Por otra parte, cuando el CNP-22 nativo y los CNP quiméricos se administraron por via subcutanea, la concentracion
maxima en plasma fue aproximadamente 1/2 en la administraciéon del CNP quimérico comparado con el CNP-22
nativo y la desaparicion del plasma fue lenta. Del resultado anterior, es ahora aparente que, en ratas, el CNP
quimérico muestra una semivida larga tanto en la administracién intravenosa como en la administracion subcutanea
comparado con el CNP-22 nativo.

El CNP-22 nativo y el CNP quimérico (B) (la estructura ya se ha mencionado) se administraron por via subcutanea y
se midi6 la concentracion de GMPc en plasma que refleja la actividad biolégica por RIA competitivo (documentos).
La administracion de farmaco y la recogida de la sangre se hicieron igual a esas en la medida de la concentracion de
inmunorreactividad de CNP-22 en plasma. Al medir la concentracion de GMPc en plasma, se us6 el kit de ensayo de
GMPc de Yamasa (fabricado por Yamasa Shoyu) como kit de medida. El resultado se muestra en la figura 3.

La concentracién de inmunorreactividad de CNP en plasma después de la administraciéon subcutanea de CNP-22
nativo subié rapidamente seguido por disminucion rapida y casi desaparecié después de 60 minutos desde la
administracion. La concentracion de GMPc en plasma subi6 ligeramente mas despacio que la concentracion de
inmunorreactividad de CNP en plasma y, después de alcanzar su pico después de 15 a 30 minutos desde la
administracion, disminuy6 rapidamente.

Por otra parte, cuando se administr6 CNP quimérico por via subcutanea, el valor maximo de la concentracién de
inmunorreactividad de CNP en plasma fue menor que el de CNP-22 nativo. La concentraciéon de GMPc en plasma
también fue aproximadamente el 60% del caso del CNP-22 nativo y se retuvo a un nivel predeterminado durante 30
a 90 minutos después de la administracion.

Ejemplo 3 (Resistencia de CNP-22 nativo y CNP quimérico a peptidasa)

Se investigo la resistencia de CNP-22 nativo y CNP quimérico a peptidasa.

El experimento se realiz6 en N = 2 para cada muestra. Se prepararon CNP-22 nativo, CNP quimérico (A, B)
(estructura ya mencionada; concentracion final: 0,5 pg/ml) y 100 pl de solucion de reaccion (medio: MES 20 mM, pH
6,5) de endopeptidasa neutra recombinante de tipo humano (hNEP, fabricada por R&D Systems, Inc., EE UU). La
muestra de valor inicial se hirvié durante 5 minutos inmediatamente después de la preparacién. La muestra para la
evaluacion de estabilidad se sometié a una reaccion enzimatica en un recipiente a temperatura constante ajustada a
37°C durante 1 horas y después se hirviéo durante 5 minutos. Se afiadié agua destilada (100 pl) a la muestra
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después de hervir seguido por mezclar bien y se analizaron 50 ul de la misma en un sistema de agua-acetonitrilo
usando un sistema de cromatografia liquida de alta resolucion LC-10A (fabricado por Shimadzu). Los datos
analiticos se analizaron por un Chromato-Pack (CRA-10A, fabricado por Shimadzu) y se calcul6 el area de la zona
del pico de la sustancia sin cambiar. El area de la zona media de la sustancia sin cambiar cuando se hizo reaccionar
a 37°C se dividio por el area de la zona media de la muestra hervida para calcular la tasa residual de la sustancia sin
cambiar después de 1 hora. El resultado se muestra en la siguiente tabla 12.

Tabla 12

Estabilidad de CNP-22 nativo y su CNP quimérico (A, B) a hNEP (valor medio de N = 2)

Péptido Valor inicial (%) Tasa residual (%)
CNP-22 nativo 100% 16,7%
CNP quimérico (A) 100% 84,3%
CNP quimérico (B) 100% 83,8%

La tasa residual del CNP-22 nativo sin cambiar en la muestra después de la reaccién de 1 hora en un recipiente a
temperatura constante ajustada a 37°C donde se afiadi6 hNEP a una solucion de CNP-22 nativo disminuy6 a un
nivel del 16,7% del valor inicial mientras que las tasas residuales de los CNP quiméricos (A y B) fueron 84,3% y
83,8%, respectivamente por lo cual se confirmé que cada uno de ellos mostré una resistencia al metabolismo de
hNEP que el CNP-22 nativo.

Ademas, se evalud la resistencia a NEP in vivo del CNP-22 nativo y CNP quimérico (B) usando el efecto por el uso
conjunto con un inhibidor de NEP que afecta cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma
después de la administracion intravenosa como un indice.

Esta prueba también se llevé a cabo usando ratas en las que se inserté un tubo de polietileno (PE-50, fabricado por
Clay Adams, EE UU) en la arteria del muslo para recoger sangre y ratas en las que se insertd un tubo de polietileno
(PE-10, fabricado por Clay Adams, EE UU) en la vena del muslo para la administracion de un inhibidor de NEP en
condicion de anestesia usando Nembutal. Como sistema de prueba, se usaron ratas de la cepa SD machos de 7
semanas de edad (Nippon Charles River; peso corporal: aprox. 250 g) para el experimento donde un grupo
comprendia 3 ratas. De la vena del muslo, se administrd por via intravenosa un medio (manitol al 5%; 10
pl/min/cuerpo) o un inhibidor de NEP (30 pg/100 pl/min/cuerpo) a velocidad constante. El tiempo para la
administracion fue desde 10 minutos antes de la administracion de CNP-22 nativo o el CNP quimérico (B) hasta
terminar la recogida de sangre que fue 60 minutos después de la administracion. EI CNP-22 nativo y el CNP
quimérico (B) se administré cada uno en la vena de la cola a una dosis de 20 ug/kg y se recogié sangre antes de
empezar la administracion del inhibidor de NEP (-10 minutos), antes de la administracion de CNP (0 minuto) y hasta
después de 60 minutos desde la administracion mediante una canula en la arteria del muslo. Después de anadir un
estabilizante y un anticoagulante a la sangre recogida, se centrifugd para dar plasma y la concentracién de
inmunorreactividad en plasma se midié por el RIA competitivo anteriormente mencionado. El analisis farmacocinético
se llevo a cabo por el mismo método que en el ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la figura 4 y en la siguiente tabla 13.
Tabla 13

Influencia de un inhibidor de NEP en los parametros farmacocinéticos cuando CNP-22 nativo y CNP quimérico (B)
(aprox. 0,02 mg/kg) se administré cada uno por via intravenosa a ratas macho (N = 3)

Péptido (rES/SKiZ ) CO (ng/ml) é;’fn?njr’n"‘l’) T1/2 (min)
hibidor de NEP 5] P jeovincion estindar  145£20 20224 1,96+ 0,05
el 00 loneis: i e s
Srdnee® O Veemel s s wasod
Ir?h'\ilgdqolilzinee;\llcEOP(E(?) o2 des\\//?;?:irénr:?ac:tc.)é\:dar 20371 1342168 127£12

La concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando el CNP-22 nativo se administrd por via
intravenosa aumento significativamente cuando se us6 junto un inhibidor de NEP. La AUC cuando se us6 junto con
un inhibidor de NEP era aproximadamente 3,7 veces y la semivida era aproximadamente 5 veces comparado con el
caso donde el inhibidor no se uso.
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Por otra parte, cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando se administré el CNP
quimérico no cambiaron incluso cuando se uso junto con un inhibidor de NEP y se confirmo que, en el cuerpo de la
rata, el CNP quimérico (B) apenas se descomponia por NEP comparado con el CNP-22 nativo (tabla 13).

Ejemplo 4 (Accidon promotora de extension de CNP-22 nativo y CNP quimérico) (1)

Se investigd una accion promotora de extension de CNP-22 nativo y CNP quimérico usando ratones.

En el experimento, se usaron ratones S/VAF Crlj:CD1 (ICR) hembras de tres semanas de edad (Nippon Charles
River) donde un grupo comprendia diez ratones y se usaron en total 30 ratones para el experimento. Los animales
(dos semanas de edad) se compraron junto con tres ratones madre y diez crias de ratones con una madre ratén y se
criaron juntos durante una semana y después se destetaron. Durante el periodo de administracion, cada grupo en 5
ratones x 2 jaulas se crio en una jaula transparente. Respecto al agua, se dio agua del grifo a voluntad para beber y,
respecto al pienso, se dio pienso sdlido (CRF-1 fabricado por Oriental Yeast Industry) libremente a ingerir. Se
administraron repetidamente medio, CNP-22 nativo o CNP quimérico (B) (estructura ya mencionada) dos veces al
dia durante 29 dias por via subcutanea desde el lomo en una dosis de 10 ml/kg, 0,25 mg/kg o 0,25 mg/kg,
respectivamente y se midieron la longitud del cuerpo, la longitud de la cola y el peso corporal durante el periodo de
administracion. El resultado se muestra en la figura 5.

Como se muestra en la figura 5, la longitud del cuerpo de los ratones a los se les administré repetidamente un CNP
quimérico (B) donde un péptido de extension de la semivida se unid6 a CNP por via subcutanea aumentd
significativamente comparado con un grupo al que se administr6 medio, mientras que la longitud del cuerpo del
grupo al que se administr6 CNP-22 nativo no mostro diferencia del grupo al que se administré el medio.
Por otra parte, con respecto al peso corporal, no hubo diferencia entre todos los grupos administrados.

Ejemplo 5 (Antigenicidad de CNP-22 nativo y CNP quimérico)

Para investigar si se producia un anticuerpo a CNP-22 nativo o CNP quimérico (B) usando suero recogido de los
ratones después de terminar la administracion repetida durante cuatro semanas en el ejemplo 4, se evalu6 la
antigenicidad de cada uno de ellos por medio de un ELISA indirecto.

Se afiadio una solucion de péptido (100 pl) ajustada a 1,0 ng/ul usando NaCHO3; 50 mM a pH 8,5 a una placa de 96
pocillos (fabricada por Nalge Nunc International; Dinamarca) tratada con Maxisoap y sometida a una operacion de
recubrimiento durante la noche a 4°C. Se llevé a cabo el bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora usando
Block Ace al 2,0% (fabricado por Snow Brand Milk). Después del bloqueo, se afiadié una muestra de suero diluida a
un nivel de 10? a 10° veces y la mezcla se sometié a una reaccion antigeno-anticuerpo a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de lavar los pocillos, se afiadi6 a los mismos un anticuerpo anti-lgG de raton HRP
(fabricado por Zymed Laboratories, EE UU). La reaccion antigeno-anticuerpo se realizé durante 1 hora a
temperatura ambiente, después los pocillos se lavaron y se afiadié a los mismos un sustrato ABTS (fabricado por
KPL, EE UU). Después de la reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora, se midi6 la absorbancia a 405 nm por
Spectra Max 190 (fabricado por Molecular Devices, EE UU) y se analizé el grado de coloracién como un valor de
anticuerpo.

Como resultado, incluso cuando el CNP-22 nativo o el CNP quimérico se administré repetidamente por via
subcutanea (lomo) en una dosis de 0,25 mg/kg dos veces al dia durante 29 dias, no se advirtié subida el valor de
anticuerpo a CNP-22 nativo ni a CNP quimérico (B).

Ejemplo 6 (Semivida en plasma de motilina nativa y motilina guimérica) (1)

Se investigaron cambios en las concentraciones de inmunorreactividad de motilina cuando se administraron por via
intravenosa motilina nativa (SEQ ID NO: 102) y 13 tipos de motilinas quiméricas A a M (SEQ ID NO: 111 a 123)
donde péptido de extension de semivida en varias semividas que comprenderian de 5 a 22 residuos de aminoacidos
se unieron a una secuencia de aminoacidos de nimeros de aminoacidos 1 a 12 de SEQ ID NO: 102 que era el
centro activo de motilina nativa. El experimento se llevé a cabo usando ratas en las que un tubo de polietileno (PE-
50 fabricado por Clay Adams) se insertd previamente en la arteria del muslo en condicién de anestesia con
Nembutal. Respecto al sistema de prueba, se usaron ratas de la cepa SD machos (Nippon Charles River) de 7
semanas de edad donde un grupo comprendia 3 ratas. Se administré motilina de tipo humano o un derivado de la
misma en una dosis de 10 nmol/kg en la vena de la cola de la rata y se recogioé sangre antes de la administracion y
hasta 60 minutos después de la administracion por un tubo de polietileno insertado en la arteria del muslo. A la
sangre recogida se afiadieron EDTA (Fabricado por Dojin Laboratories) y aprotinina (fabricada por Bayer) como un
estabilizante y un anticoagulante, respectivamente y el plasma se separé de la misma por separacion centrifuga. Se
midio la concentracion de inmunorreactividad de motilina en el plasma por un radioinmunoensayo (RIA) competitivo
(Fig. 6). En ese momento, se usé un anticuerpo policlonal de conejo (#870623) que especificamente reconoce los
numeros de aminoacido 1 a 12 de motilina nativa mostrada por SEQ ID NO: 102 como anticuerpo y, como
compuesto marcado, se usé 125I-[Tyr7] motilina de tipo humano.
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Se muestran las secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma
para motilina nativa y motilina quimérica (A a M) en la siguiente tabla 14.

Tabla 14

Lista de secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma para
motilina quimérica tras la administracion intravenosa a ratas.

(Valor medio + desviacion estandar, N = 3)

Peso T1/2 (min) Valor
Péptido Secuencia de aminoacidos Mol Valor +DE P
’ medio |
Motilina nativa | FVPIFTYGELQRMQEKERNKGQ 2699,05 | 3,26 | +0,05% -
Motilina "
quimerica (A) FVPIFTYGELQRSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR | 4204,79 | 11,74 | +3,36 0,014
Motilina .
quimérica () FVPIFTYGELQREHQRVQQRKESKKPPAKLQPR 4020,60 | 11,14 | 0,73 0,000
Motilina .
quimérica (C) | FVPIFTYGELQRQRVQQRKESKKPPAKLQPR 3754,35 | 8,90 | +0,53 0,001
Motilina .
quimérica (D) FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAKLQPR 3470,03 | 8,90 | +0,50 0,001
Maotilina FVPIFTYGELQRQRKESKKPPAKLQPR 324277 | 8,03 | +0,73* 0,002
quimérica (E)
Motilina FVPIFTYGELQRKESKKPPAKLQPR 295846 | 9,37 | +0,58* 0,000
quimérica (F)
Motilina FVPIFTYGELQRSKKPPAKLQPR 270117 | 5,25 | +1,32NS | 0,101
quimérica G)
Motilina .
quimérica (H) FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPAKLQ 3216,73 | 10,43 | +0,14 0,000
Motilina FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAK 297545 | 5,76 | +0,66* 0,018
quimérica (1)
Motilina FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPP 2776,20 | 6,34 | +0,48* 0,008
quimérica (J)
Maotilina FVPIFTYGELQRVQQRKESKK 2581,97 | 6,14 | +2,37* 0,032
quimérica (K)
Motilina FVPIFTYGELQRVQQRKES 232562 | 4,89 | +4,26 NS | 0,296
quimérica (L)
Motilina 2,39
quimerica (M) FVPIFTYGELQRVQQRK 2109,43 +237NS | 0,272

* En la prueba de la t, estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de motilina
nativa (p < 0,05).

NS: En la prueba de la t, no estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de
motilina nativa (p > 0,05).

El resultado se muestra también en la figura 6.

Todos los 13 tipos de motilinas quiméricas que se evaluaron conservaron la actividad agonista del receptor de
motilina. Con respecto a la motilina quimérica (G, L y M), no se pudo confirmar una accion de extension del tiempo
medio de desaparicion significativo in vivo que motilina nativa y se confirmé que, cuando la estructura de la
secuencia de aminoacidos ESKK se perdia, la accién desaparecia. Con respecto a otros motivos, todos ellos tenian
una accion de extender la semivida in vivo comparado con la motilina nativa y, entre ellos, el hecho de si la
estructura de RKESKK se mantiene o no tiene la mayor influencia en la accién de extension para la semivida.

Ejemplo 7 (Semivida de CNP-22 nativo y CNP quimérico en plasma) (1)

Se investigaron cambios en las concentraciones de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando se administraron
por via intravenosa el CNP-22 nativo mostrado en SEQ ID NO: 101 y siete tipos de CNP quiméricos (C a I) (SEQ ID
NO: 124 a 130) en los que un péptido de extension de semivida que comprendia 17 residuos de aminoacidos se
unié al extremo N, extremo C o ambos extremos del péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 6 a 22
desde el extremo N de SEQ ID NO: 101 que era el centro activo de CNP-22 nativo.

El experimento se llevd a cabo usando ratas en las que un tubo de polietileno (PE-50 fabricado por Clay Adams) se

insertd previamente en la arteria del muslo en condicién de anestesia con Nembutal. Respecto al sistema de prueba,
se usaron ratas de la cepa SD machos (Nippon Charles River) de 7 semanas de edad donde un grupo comprendia 3
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ratas. Se administr6 CNP-22 nativo o CNP quimérico en una dosis de 10 nmol/kg en la vena de la cola de larata 'y
se recogio sangre antes de la administracion y hasta 60 minutos después de la administracion por un tubo de
polietileno insertado en la arteria del muslo. A la sangre recogida se afadieron EDTA (Fabricado por Dojin
Laboratories) y aprotinina (fabricada por Bayer) como un estabilizante y un anticoagulante, respectivamente y el
plasma se separé de la misma por separacion centrifuga. Se midié la concentracion de inmunorreactividad de CNP
en el plasma por un radioinmunoensayo (RIA) competitivo. En ese momento, se usé un anticuerpo policlonal de
conejo (#2) que especificamente reconoce la estructura parcial de anillo del CNP-22 nativo como anticuerpo y, como
compuesto marcado, se uso 125I-[Tyro] CNP.

Se muestran las secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma
para CNP quimérico en la siguiente tabla 15.

Tabla 15

Lista de secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma para CNP-
22 nativo y CNP quimérico (C a |) tras la administracion intravenosa a ratas en una dosis de 10 nmol/kg.

(Valor medio + desviacion estandar, N = 3)

Peso T1/2 (min)
Péptido Secuencia de aminoacidos Valor Valor P
Mol. medio +DE

CNE-22 GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC 21976 434 0,20 )
nativo

CNP
quimérico CFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 37555 | 1503 +4.31* | 0013
(C)

CNP
quimérico GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 41980 | 20,30 +3.09* | 0,001
(D)

CNP

o VQQRKESKKPPAKLQPRCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRK .
qmr(nEe)rlco ESKKPPAKLQPR 5755,9 | 18,40 +2,05 0,000
CNP

o RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQR "
qmr(nFe)rlco KESKKPPAKLQPR 57559 | 17,38 +1,00 0,000
CNP
quimérico | VQQRKESKKPPAKLQPRCFGLKLDRIGSMSGLGC 37555 | 17,75 +£3,99* | 0,004
(G)

CNP
quimérico RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGLKLDRIGSMSGLGC 37555 | 14,86 +2,64* | 0,002
(H)

CNP
quimérico | CFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR-amida | 3754,5 | 14,50 +0,85* | 0,000
(1)

En todos ellos, se formd enlace S-S en los residuos de cisteina en cursiva subrayados para formar una estructura
ciclica.

* En la prueba de la t, estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de CNP-22
nativo (p < 0,05).

El resultado se muestra también en la figura 7.
Todos los CNP quiméricos (C a I) evaluados conservaron la actividad agonista del receptor de CNP humano.

Todos los CNP quiméricos evaluados en este momento mostraron semivida de desapariciéon mas larga que CNP-22
nativo. Por tanto, se encontré que el péptido de extensiéon de semivida evaluado en este momento mostré una
accion de extension para la semivida cuando estaba unido a cualquiera del lado N terminal y lado C terminal o a
ambos lados y que, incluso cuando la secuencia de aminoacidos estaba invertida, la propiedad no se deterioraba.
También se encontré que, incluso cuando la estructura C terminal estaba amidada, una accion de extension para la
semivida aun estaba disponible por lo cual, dependiendo de la estructura del péptido diana, se pudo seleccionar un
sistema de unién.

Ejemplo 8 (Semivida en plasma de motilina nativa y motilina quimérica en plasma) (2)

Se investigaron cambios en las concentraciones de inmunorreactividad de motilina cuando se administraron por via
intravenosa motilina nativa (SEQ ID NO: 102) y 26 tipos de motilinas quiméricas (Na Z y | a XlII) (SEQ ID NO: 131 a
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156) donde un péptido de extension de semivida en varias semividas que comprendia de 14 a 22 residuos de
aminoacidos se unieron a una secuencia de aminoacidos de numeros de aminoacidos 1 a 12 de SEQ ID NO: 102
que era el centro activo de motilina nativa.

El experimento se llevd a cabo usando ratas en las que un tubo de polietileno (PE-50 fabricado por Clay Adams) se
insertd previamente en la arteria del muslo en condicién de anestesia con Nembutal. Respecto al sistema de prueba,
se usaron ratas de la cepa SD machos (Nippon Charles River) de 7 semanas de edad donde un grupo comprendia 3
ratas. Se administré motilina humana o un derivado de la misma en una dosis de 10 nmol/kg en la vena de la cola de
la rata y se recogié sangre periddicamente antes de la administracion y hasta 60 minutos después de la
administracion por un tubo de polietileno insertado en la arteria del muslo. A la sangre recogida se afiadieron EDTA
(Fabricado por Dojin Laboratories) y aprotinina (fabricada por Bayer) como un estabilizante y un anticoagulante,
respectivamente y el plasma se separd de la misma por separacion centrifuga. Se midi6é la concentracion de
inmunorreactividad de motilina en el plasma por un radioinmunoensayo (RIA) competitivo (Fig. 8). En ese momento,
se usO un anticuerpo policlonal de conejo (#870623) que especificamente reconoce los nimeros de aminoacido 1 a
12 de motilina nativa mostrada por SEQ ID NO: 102 como anticuerpo y, como compuesto marcado, se usé 125I-[Tyr7]
motilina humana.

Se muestran las secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma
para motilina nativa y motilina quimérica (N a Z y | a Xlll) en la siguiente tabla 16 y figura 8.

Tabla 16

Lista de secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma para
motilina quimérica tras la administracion intravenosa a ratas.

(Valor medio + desviacion estandar, N = 3)

Peso T1/2 (min)

Péptido Secuencia de aminoacidos Mol. Valgr +DE Valor P
medio

Motilina nativa | FVPIFTYGELQRMQEKERNKGQ 26991 3,26 | +0,95 -

Motilina .
quimérica (D) FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAKLQPR 3470,0 8,90 | £0,50 0,001

Motilina
quimérica (N) | FVPIFTYGELQRVQQRKEKKPPAKLQPR 3383,0 9,12 | £1,22* 0,003
(MG-dS)

Motilina
quimérica (O) | FVPIFTYGELQRVQQRKEFKKPPAKLQPR 3530,2 7,73 | £1,14* 0,007
(MG-18S/F)

Motilina
quimeérica (P) FVPIFTYGELQRVQQRKETKKPPAKLQPR 3484,1 9,67 | £+0,13* 0,000
(MG-18S/T)

Motilina
quimérica (Q) | FVPIFTYGELQRVQQRKEPKKPPAKLQPR 3480,1 9,65 | £0,96* 0,001
(MG-18S/P)

Motilina
quimérica (R) | FVPIFTYGELQRVQQRKELKKPPAKLQPR 3496,2 9,13 | £0,67* 0,001
(MG-18S/L)

Motilina
quimérica (S) FVPIFTYGELQRVQQRKEAKKPPAKLQPR 3454,1 9,29 | £0,30* 0,000
(MG-18S/A)

Motilina
quimeérica (T) FVPIFTYGELQRVQQRKNSKKPPAKLQPR 3455,1 5,47 | £0,22* 0,017
(MG-17E/N)

Motilina
quimérica (U) | FVPIFTYGELQRVQQRKQSKKPPAKLQPR 3469,1 5,66 | +0,66* 0,023
(MG-17E/Q)

Motilina
quimérica (V) FVPIFTYGELQRVQQRKDSKKPPAKLQPR 3456,1 10,14 | +0,92* 0,001
(MG-17ES/DS)

Motilina
quimérica (W) | FVPIFTYGELQRVQQRKKKPPAKLQPR 3253,9 5,39 | #1 ,23NS 0,077
(MG-dES)

Motilina
quimeérica (X) FVPIFTYGELQRVQQKRDSRRPPAKLQPR 3512,1 7,89 | £0,34* 0,001
(MG-17E/D)
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Motilina
quimérica (Y) FVPIFTYGELQRVQQKKSEKRPPAKLQPR 3470,1 11,60 | +1,18* 0,001
(MG-BR)

Motilina
quimérica (Z) FVPIFTYGELQRVQQRKGESKKPPAKLQPR 3527,1 10,53 | +1,66* 0,003
(MG-i17G)

Motilina
quimeérica (1) FVPIFTYGELQRVQQRKESGKKPPAKLQPR 3527,1 11,55 | £2,00* 0,003
(MG-i19G)

Motilina
quimeérica (I1) FVPIFTYGELQRVQQRKGGESKKPPAKLQPR 3584,1 11,50 | +0,64* 0,000
(MG-i17G2)

Motilina
quimérica (lll) | FVPIFTYGELQRVQQRKGGESGKKPRAKLQPR
(MG-i17G2-

19iG)

3641,2 | 10,65 | £0,72* 0,000

Motilina
quimérica (IV) | FVPIFTYGELQRVQQRKESKKAKLQPR 3196,8 7,73 | £0,52* 0,002
(MG-dPP)

Motilina
quimeérica (V) FVPIFTYGELQRVQQRKESKKAKLAALKA 3349,0 8,94 | +0,68* 0,001
(MG-dPPH1)

Motilina
quimérica (VI) | FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAKIAALKA 3543,2 9,94 | £0,30* 0,000
(MG-H1)

Motilina
quimérica (VIl) | FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAELAALEA 3545,1 12,78 | +0,27* 0,000
(MG-H3)

Motilina
quimérica (VIIl) | FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPAELAALKA 3544,2 11,56 | +0,93* 0,000
(MG-H4)

Motilina
quimeérica (1X)
(MG-dPPS)

FVPIFTYGELQRVQQRKESKKMITIR 3196,8 4,39 | 0,38 0.170

Motilina
quimeérica (X) FVPIFTYGELQRVQQRKESKKPPMITIR 3391,0 5,25 | £0,45* 0,031
(MG-S)

Motilina
quimérica (XI)
(MG-d12/14)

FVPIFTYGELQRKESKKPPAKLAALKA 30316 | 10,29 | +1,00* 0,001

Motilina
quimérica (XIl) | FVPIFTYGELQRVQQKKAYSPDKERKPPALQPR 3916,5 13,03 | +0,98* 0,000
(MGP1)

Motilina
quimérica (XIll) | FVPIFTYGELQRVQQKKAYSPDKERKPPAKLQPR 4044,7 13,09 | +2,90* 0,005
(MGP2)

* En la prueba de la t, estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de motilina
nativa (p < 0,05).

NS: En la prueba de la t, no estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de
motilina nativa (p > 0,05).

Del resultado para la motilina quimérica (XI) (MG-d12/14) junto con el resultado para las motilinas quiméricas (A a M)
del ejemplo 6, se mostré que, con respecto a A en la férmula del péptido de extensidon de semivida de la presente
invencion, que puede no estar presente o que puede tener una secuencia de cualquier nimero de aminoacidos.
Respecto a la longitud cuando la secuencia esta presente, se mostré que era la longitud de aproximadamente 1 a 9
aminoacido(s), preferiblemente de 3 a 9 aminoacidos, mas preferiblemente 3 aminoacidos y, lo mas preferiblemente,
Val-GIn-GIn.

Del resultado para las motilinas quiméricas (T) (MG-17E/N), (U) (MG-17E/Q) y (W) (MG-Des), se mostré que E (Glu)
en RKESKK en la estructura (secuencia central: parte de la secuencia RKESKK) necesaria para la extension de la
semivida de la presente invencién es un aminoacido que es necesario para la acciéon de extension de la semivida y
que, de los resultados para las motilinas quiméricas (V) (MG-ES/ED) y (X) (MG-17E/D), el aminoacido se puede
sustituir con D (Asp). Por tanto, se mostré que el aminoacido en la posicién del anterior E (Glu) puede ser un
aminodcido acido.
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Del resultado para las motillinas quiméricas (O) (MG-18S/F), (P) (MG-18S/T), (Q) (MG-18S/P), (R) (MG-18S/L) y (S)
(MG-18S/A), se mostro que S (Ser) en RKESKK se puede sustituir con T (Thr), P (Pro), L (Leu), F (Phe) o A (Ala).
Por tanto, se mostré que el aminoacido en la posicion de la anterior S (Ser) se puede sustituir por un aminoacido que
tiene cualquier estructura de cadena lateral tal como aminoacido aromatico, aminoacido hidrofébico o aminoacido no
cargado polar. También se mostré que, del resultado para motilina quimérica (N) (MG-dS), el aminoacido en la
posicion de la anterior S (Ser) puede no estar presente.

Del resultado para la motilina quimérica (X) (MG-17E/D), se mostré que cada uno de R (Arg) y K (Lys) en RKESKK
se puede sustituir con cualquier aminoacido basico.

Es caracteristico que la parte de secuencia RKESKK contiene un grupo de aminoacidos basicos (una secuencia
continuada de dos aminoacidos basicos) y un aminoacido acido y, del resultado para las motilinas quiméricas (Z)
(MG-i17G), (1) (MG-i19G), (II) (MG-117G2) y (lll) (MG-i17G2-i19G), se mostr6 que la distancia en el grupo se puede
expandir por insercién de cualquier aminoacido.

Del resultado de cada péptido quimérico mencionado en la tabla 16, se mostré que la distancia en el grupo de
aminoacidos basicos es de 1 a 5 aminoacidos.

Del resultado para la motilina quimérica (Y) (MG-BR), se mostré que el alineamiento de RKESKK se puede invertir
(KKSEKR).

Del resultado para las motilinas quiméricas (XIl) (MGP1) y (XIII) (MGP2), se mostré que la accién para extender la
semivida se potencia incluso cuando dos secuencias correspondientes a la secuencia central se alinean en tandem
y se mostré que la presencia de secuencias centrales plurales en una molécula también es un medio eficaz para
lograr la extension mas larga de la semivida en sangre.

Las motilinas quiméricas (V1) (MG-H1), (V1) (MG-H3) y (VII) (MG-H4) son péptidos donde, en la parte que respecta a
C en la formula del péptido de extension de la semivida segun la presente invencion, se puede predecir que una
secuencia que forma una estructura de hélice a por un método conocido para predecir la estructura secundaria
(método de Chou-Fasman: Biochemistry. 15 de enero 1974;13(2):222-45 Prediction of protein conformation. Chou
PY, Fasman GD, o método de Garnier: J Mol Biol. 25 de marzo de 1978; 120 (1): 97-120. Analysis of the accuracy
and implications of simple methods for predicting the secondary structure of globular proteins. Garnier J, Osguthorpe
DJ, Robson B.) se alinea en relacién a las dos Pro (secuencia Pro-Pro). Del resultado de esos péptidos quiméricos,
se mostré que, respecto a C en la formula del péptido de extensién de la semivida de la presente invencion, es
preferido alinear cualquier secuencia de aminoacidos que pueda formar una estructura de hélice a.

Ademas, como se muestra por comparacion de la motilina quimérica (IV) (MG-dPP) con la motilina quimérica D, la
comparacion de a motilina quimérica (V) (MG-dPPH1) con la motilina quimérica (VI) (MG-H1) y la comparacion de la
motilina quimérica (IX) (MG-dPPS) con la motilina quimérica (X) (MG-S), se mostré que, cuando no esta presente P
(Pro) en el N terminal de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la formula C del péptido de extension de la
semivida de la presente invencion, es preferido alinear una secuencia de P (Pro) (en nimeros de Pro en tal intervalo
que haga los numeros de aminoacidos de C de 2 a 14 o, preferiblemente, Pro-Pro) en el sitio.

Ejemplo 9 (Semivida de CNP-22 nativo y CNP quimérico en plasma) (2)

Se investigaron cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando se administraron por
via intravenosa el CNP-22 nativo mostrado en SEQ ID NO: 101 y de CNP quiméricos (D, J y K) (J del CNP quimérico
es SEQ ID NO: 157 y K del CNP quimérico es SEQ ID NO: 158) en los que un péptido de extension de semivida que
comprendia 17 o 20 residuos de aminoacidos se unié al extremo C del péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos 6 a 22 desde el extremo N de SEQ ID NO: 101 que era el centro activo de CNP-22 nativo.

El experimento se llevd a cabo usando ratas en las que un tubo de polietileno (PE-50 fabricado por Clay Adams) se
inserté en la arteria del muslo en condicién de anestesia con Nembutal. Respecto al sistema de prueba, se usaron
ratas de la cepa SD machos (Nippon Charles River) de 7 semanas de edad donde un grupo comprendia 3 ratas. Se
administr6 CNP-22 nativo o CNP quimérico en una dosis de 20 nmol/kg en la vena de la cola de la rata y se recogio
sangre antes de la administracion y hasta 90 minutos después de la administraciéon por un tubo de polietileno
insertado en la arteria del muslo. A la sangre recogida se afiadieron EDTA (fabricado por Dojin Laboratories) y
aprotinina (fabricada por Bayer) como un estabilizante y un anticoagulante, respectivamente y el plasma se separé
de la misma por separacion centrifuga. Se midié la concentracion de inmunorreactividad de CNP en el plasma por
un radioinmunoensayo (RIA) competitivo. En ese momento, se us6 un anticuerpo policlonal de conejo (#2) que
especificamente reconoce la estructura parcial de anillo del CNP-22 nativo como anticuerpo y, como compuesto
marcado, se usd 125I-[Tyro] CNP.

Se muestran las secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma
para CNP quimérico en la siguiente tabla 17 y la figura 9.
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Tabla 17

Lista de secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicién del plasma para CNP-
22 nativo y CNP quimérico (D, J y K) tras la administracion intravenosa a ratas en una dosis de 20 nmol/kg.

(Valor medio + desviacion estandar, N = 3)

Peso T1/2 (min) Valor
Péptido Secuencia de aminoacidos Mol. r;/:cljci)or +DE P
Cn’\;ltji:/iz GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC 2198 1.60 | 0,50 _
CNP
quimérico GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 4198 4359 | +10,58* | 0,002
(D)
CNP
quimérico
(PrcEéLcto GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKDSKKPPAKLQPR | 4184 31,24 | +4,79* 0,000
sustituido
por ED)
CNP
quimérico *
(K) (CO1- CFGLKLDRIGSMSGLGCAGSVDHKGKQRKVVDHPKR 3880 18,03 | +4,72 0,004
KR)

* En la prueba de la t, estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de CNP-22
nativo (p < 0,05).

Todos los CNP quiméricos evaluados en este momento mostraron una semivida significativamente mas larga para la
desaparicion que el CNP-22 nativo.

Del resultado del CNP quimérico (J), se mostré que, con respecto a E (Glu) en RKESKK respecto a B (secuencia
central) de la formula del péptido de extension de la semivida de la presente invencion, D (Asp) es aceptable en
lugar de E.

Ademas, del resultado del CNP quimérico (K), se mostré que cualquier aminoacido (por ejemplo, Val (que puede
estar en plural), H o P) puede estar presente entre E y el grupo de aminoacidos basicos (RK, KK) en RKESKK
respecto a B (secuencia central) de la formula del péptido de extension de la semivida de la presente invencion.
Ademas, se mostrd que la parte en relacion a A de la férmula del péptido de extension de la semivida de la presente
invencion no requiere particularmente una secuencia especifica de aminoacidos sino que se puede usar cualquier
aminoacido. Por ejemplo, los numeros de aminoacidos de la parte con relacion a A sera aceptable siempre que
estan dentro de 10.

Ejemplo 10 (Accién promotora de extension de CNP quimérico) (2)

Se investigo la dependencia de la dosis de la accidon de extension-elongacion de los CNP quiméricos (D, J) usando
ratones.

En el experimento, se usaron ratones S/VAF Crlj:CD1 (ICR) hembras de tres semanas de edad (Nippon Charles
River) donde un grupo comprendia diez ratones y se usaron en total 30 ratones para el experimento. Los animales
(dos semanas de edad) se compraron junto con tres ratones madre y diez crias de ratdn con una madre raton se
criaron juntos durante una semana y después se destetaron. Durante el periodo de administracion, cada grupo en 5
ratones x dos jaulas se crio en una jaula transparente. Respecto al agua, se dio agua del grifo a voluntad para beber
y, respecto al pienso, se dio pienso soélido (CRF-1 fabricado por Oriental Yeast Industry) libremente a ingerir. Se
administraron repetidamente medio o CNP quimérico (D, J) (estructura ya mencionada) una vez al dia durante 56
dias por via subcutanea desde el lomo en una dosis de 5 ml/kg, 50 nmol/kg o 200 nmol/kg, respectivamente y se
midieron la longitud del cuerpo, la longitud de la cola y el peso corporal durante el periodo de administracion. El
resultado se muestra en la figura 10 y la foto fe la longitud del cuerpo entero de los ratones al dia siguiente de la
terminacion de la administracion de CNP quimérico J se muestra en la figura 11.

Como se muestra en la figura 10, cuando se administraron por via subcutanea repetidamente los CNP quiméricos
(D, J), cada uno donde se uni6 un péptido de extension de semivida a CNP-22 nativo, la longitud del cuerpo y la
longitud de la cola de los ratones aumentaron significativamente de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 11 (Accion promotora de extension de CNP quimérico) (3)
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Se investigo la accion promotora de extension de CNP quimérico usando ratas.

En el experimento, se usaron ratas SD (IGS) hembras de tres semanas de edad (Nippon Charles River) donde un
grupo comprendia cinco ratas y se usaron en total 20 ratas para el experimento. Los animales (17 dias de edad) se
compraron y diez crias de rata con una madre rata se sometieron a cria preliminar y después se destetaron. Durante
el periodo de administracion, cada grupo se crio en una jaula colgante de aluminio. Respecto al agua, se dio agua
del grifo a voluntad para beber y, respecto al pienso, se dio pienso sélido (CRF-1 fabricado por Oriental Yeast
Industry) libremente a ingerir. Se administraron repetidamente medio o CNP quimérico (D) (estructura ya
mencionada) una vez al dia durante 56 dias por via subcutanea desde el lomo en una dosis de 5 ml/kg, 50 nmol/kg o
200 nmol/kg, respectivamente y se midieron la longitud del cuerpo, la longitud de la cola y el peso corporal durante el
periodo de administracion. El resultado se muestra en la figura 12.

Como se muestra en la figura 12, la longitud del cuerpo de las ratas a las que se administré repetidamente por via
subcutanea un CNP quimérico (D) donde un péptido de extension de la semivida estaba unido a CNP-22 nativo en
una dosis de 12,5, 50 y 200 nmol/1 ml/kg aumento significativamente comparado con el grupo al que se administro
medio.

Ejemplo 12 (Comparacién de la semivida en plasma de CNP-22 nativo y CNP-53 nativo y CNP quimérico)

Cambios en la concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando el CNP-22 nativo mostrado en SEQ
ID NO: 101 se administré solo o junto con inhibidor de endopeptidasa neutra (NEP) y se comparé con cambios en la
concentracion de inmunorreactividad de CNP en plasma cuando se administraron por via intravenosa CNP-53 nativo
(SEQ ID NO: 159) y el CNP quimérico (D) (estructura ya mencionada).

El experimento se realizé usando ratas en las que un tubo de polietileno (PE-50 fabricado por Clay Adams) se
inserté previamente en la arteria del muslo en condicién de anestesia con Nembutal. En el grupo donde el CNP-22
nativo se administré solo o junto con un inhibidor de NEP, el tubo de polietileno (PE-10, fabricado por Clay Adams)
también se insertd en la vena del muslo. Respecto al sistema de prueba, se usaron ratas de la cepa SD machos
(Nippon Charles River) de 7 semanas de edad donde un grupo comprendia tres ratas. Respecto al inhibidor de NEP,
se uso DL-tiorfan (Fabricado por Sigma) y, durante el periodo desde 10 minutos antes del inicio de la administracion
del CNP-22 nativo hasta 60 minutos después del inicio de la administracion donde terminé la recogida de sangre,
manitol al 5% (100 pl/min/cuerpo) o inhibidor de NEP (30 pg/100 pl/min/cuerpo) se sometié a administracién
intravenosa de velocidad constante durante 70 minutos usando una bomba de infusion (CFV 2100, fabricada por
Nippon Koden K. K.). Se administr6 CNP-22 nativo, CNP-53 nativo o CNP quimérico (D) en la vena de la cola en una
dosis de 10 nmol/kg cada uno y se recogi6 sangre antes de la administracion y 60 minutos después de la
administracion de un tubo de polietileno insertado en la arteria del muslo. A la sangre recogida se afiadieron EDTA
(Fabricado por Dojin Laboratories) y aprotinina (fabricada por Bayer) como un estabilizante y un anticoagulante,
respectivamente y el plasma se separ6 de por medio de separaciéon centrifuga. Se midié la concentracion de
inmunorreactividad de CNP en el plasma por un radioinmunoensayo (RIA) competitivo. En ese momento, se usé un
anticuerpo policlonal de conejo (#2) que especificamente reconoce la estructura parcial de anillo que es la estructura
comun para CNP-22 nativo y CNP-53 nativo como anticuerpo mientras que, como compuesto marcador, se uso 125
[Tyr’] CNP-22.

Se muestran las secuencias de aminoacidos, pesos moleculares y tiempo medio para la desaparicion del plasma
para CNP-22 nativo, el CNP-53 nativo y el CNP quimérico (D) en la siguiente tabla 18 y la figura 13.

Tabla 18

Lista de secuencias de aminoacidos, de CNP-22 nativo, CNP-53 nativo y CNP quimérico (D) y semivida para la
desaparicion del plasma donde se administraron por via intravenosa en una dosis de 0 nmol/kg.

Valor medio + desviacion estandar, N = 3)

Uso T1/2 (min)
- . S Peso | junto Valor
Péptido Secuencia de aminoéacidos Mol. inh. Valqr +DE p
NEP medio
CNP-22 GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC 2108 no 1,11 0,16 -
nativo si 16,25 +2,22* | 0,000

CNP-53 DLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGGLSKGCFGL

nativo KLDRIGSMSGLGC 5802 no 15,72  £1,49* | 0,000

CNP | G| SKGCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLOPR
quimérico

(D)

4198 no 20,30 £3,09* | 0,000

En todos ellos, se formd enlace S-S en los residuos de cisteina en cursiva subrayados para formar una estructura
ciclica.

* En la prueba de la t, estaba disponible una diferencia significativa del tiempo medio de desaparicion de CNP nativo
(sin inhibidor de NEP) (p < 0,05).
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De la tabla 18 y la figura 13, se mostré que el CNP quimérico (D) tenia semivida mas larga que cualquiera del CNP-
22 nativo, el CNP-22 junto con el inhibidor de NEP y el CNP-53 nativo. Puesto que el CNP-53 nativo tiene
resistencia a NEP, su semivida es mas larga que la del CNP-22 nativo y, puesto que el patron farmacocinético
cuando se us6 el CNP-22 nativo junto con el inhibidor de NEP era casi el mismo en ambos, es probable que la
secuencia de aminoacidos que produce una resistencia a NEP esté presente en las posiciones 1 a 21 del CNP-53
nativo. Ademas, en las posiciones 1 a 21 del CNP-53 nativo hay una secuencia (RKYKGANKK) similar a la formula
B (correspondiente a una secuencia central) de la presente invencion.

Puesto que el CNP quimérico (D) mostré mejor perfil farmacocinético que el CNP-53 nativo, se mostré que el
alineamiento de aminoacido acido entre los grupos de aminoacidos basicos representado por la féormula B es
necesario para mostrar la caracteristica de semivida mas larga.

Cuando el péptido de extensiéon de semivida segun la presente invencion se afiade al péptido objeto que tiene una
semivida corta, la farmacocinética in vivo mejora y el producto tiene una semivida practica como un farmaco.

Lista de secuencias

<110> Daiichi Sankyo Company, Limited

<120> Péptido capaz de extender la semivida de un péptido de interés en plasma
<130> S1216 EP

<140> EP 09 75 0669.5
<141> 22-05-2009

<150> JP 2008-136106
<151> 23-05-2008

<160> 160
<170> PatentIn versioén 3.1

<210> 1

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Arg val GIn GIn Arg Lys
1 5 10 15

Glu Ser Lys L%S Pro Pro Ala Lys Ecszu GIn Pro Arg
2

<210> 2

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Arg val GIn Arg Lys Glu
1 5 10 15

Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25

<210> 3
<211> 28
<212> PRT
<213> Simio

<400> 3
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Glu Ser Lys

<210> 4
<211> 27
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 4
g]y Ser Ser

Ala Lys Lys

<210>5
<211> 27
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 5
g'ly ser Ser

Pro Lys Lys

<210> 6
<211> 28
<212> PRT
<213> Equino

<400> 6
(1;1y Ser Ser

Glu Ser Lys

<210>7
<211> 28
<212> PRT
<213> Porcino

<400>7
Gly Ser Ser
1

Glu Ser Lys

<210> 8
<211> 28
<212> PRT
<213> Canino

<400> 8

Phe

Phe

Pro
20

Phe

Pro
20

Phe

Lys

Phe

Leu

Pro

Leu
5

ser

Leu
5

Ser

Leu

Pro

Leu

Pro

ser

Pro

ser

Gly

ser

Gly

Ser

Pro

Ser

Ala

ES 2 566 830 T3

Pro Glu His Gln Arg Ala Gln GIn Arg Lys
10 15

Ala Lys lz_gu GIn Pro Arg

Pro Glu His GIn Lys Leu GIn Arg Lys Glu
10 15

Arg Leu Lys Pro Arg
25

Pro Glu His GIn Lys Leu GIn Arg Lys Glu
10 15

Arg Leu 5)515 Pro Arg

Pro Glu His His Lys val GIn His Arg Lys
10 15

Ala Lys 5§u Lys Pro Arg

Pro Glu His Gln Lys val GIn GIn Arg Lys
10 15

Ala Lys stseu Lys Pro Arg
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Gly ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Leu Gln GIn Arg Lys
1 ) 10 15

Glu Ser Lys lz.%s Pro Pro Ala Lys lz.gu GIn Pro Arg

<210>9
<211> 27
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 9
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Leu GIn Arg Lys Glu
1 5 10 15

Pro Lys Lys ;50 ser Gly Arg Leu Ii)s's Pro Arg

<210> 10
<211> 27
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 10
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Asp His GIn Lys Leu GIn Arg Lys Glu
1 5 10 . 15

Pro Lys Lys 12330 Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
25

<210> 11
<211> 27
<212> PRT
<213> Ovino

<400> 11
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Leu GIn Arg Lys Glu
1 5 10 15

Pro Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
20 Zg

<210> 12
<211> 27
<212> PRT
<213> Cabra

<400> 12
Gly ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Leu Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15

Pro Lys LyS ;50 ser Gly Arg Leu lz_gs Pro Arg

<210> 13
<211> 27
<212> PRT
<213> Felino

<400> 13
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Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys val Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15

ser Lys Lys g(r)'o Pro Ala Lys Leu g;n Pro Arg

<210> 14
<211> 28
<212> PRT
<213> Conejo

<400> 14
g]y Ser Ser Phe Igeu Ser Pro Glu His G(l)n Lys val GIn Gln Arg Lys
1 15

Glu Ser Lys Iz.gs Pro Ala Ala Lys Iz.gu Lys Pro Arg

<210> 15
<211> 28
<212> PRT
<213> Murino

<400> 15
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala GIn GIn Arg Lys
1 5 10 15

Glu Ser Lys %s Pro Pro Ala Lys ligu GIn Pro Arg

<210> 16
<211> 27
<212> PRT
<213> Murino

<400> 16
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Ala GIn Arg Lys Glu
1 S 10 15

ser Lys Lys ;80 Pro Ala Lys Leu g}n Pro Arg

<210> 17
<211> 28
<212> PRT
<213> Murino

<400> 17
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Lys Thr GIn GIn Arg Lys
1 5 10 15

Glu Ser Lys liys Pro Pro Ala Lys lz.gu Gln Pro Arg
0

<210> 18

<211> 26

<212> PRT

<213> Suncus murinus

<400> 18
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Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Gly Pro Lys Lys Asp
1 5 10 15

Pro Arg Lys Pro Pro Lys Leu GIn Pro Arg
20 25

<210> 19
<211> 27

<212> PRT
<213> Cetéaceos

<400> 19
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His GIn Lys Leu Gln Arg Lys Glu
1 5 10 15

Ala Lys Lys ;50 Sser Gly Arg Leu Iz.gs Pro Arg

<210> 20

<211> 28

<212> PRT

<213> Meleagrididae

<400> 20
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ala Tyr Lys Asn Ile Gln Gln Gln Lys
1 5 10 15

Asp Thr Arg %s Pro Thr Ala Arg lz_eu His Pro Arg
5

<210> 21
<211> 28
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 21
Gly Ser Ser Phe ls.eu ser Pro Thr Tyr !1.55 Asn Ile GIn GIn G;n Lys
1 1

Asp Thr Arg 12.55 Pro Thr Ala Arg lz_csau His Arg Arg

<210> 22
<211> 26
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 22 ) _
Gly Ser Ser Phe ls.eu Ser Pro Thr Tyr %s Asn Ile GIn GIn ﬂn Lys
1

Asp Thr Arg %s Pro Thr Ala Arg Iz.gu His

<210> 23
<211> 24
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 23
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Gly ser Ser Phe Leu Ser Pro Thr Tyr ll.gs Asn Ile GIn GIn (1;1Sn Lys
1

Asp Thr Arg Lys Pro Thr Ala Arg

<210> 24
<211> 27
<212> PRT
<213> Tortuga

<400> 24
Gly Ser Ser phe Leu Ser Pro Glu Tyr GIn Asn Thr GIn Gln Arg Lys
1 5 10 15

AsSp Pro Lys |iys His Thr Lys Leu ;gn Arg Arg

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Rana

<400> 25
Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala Asp Met GIn Lys ITe Ala Glu Arg
1 5 10 15

GIn Ser GIn Asn Lys Leu Arg His Gly Asn Met Asn Arg Arg
20 25 30

<210> 26
<211> 28
<212> PRT
<213> Rana

<400> 26
Gly teu Thr Phe Leu Ser Pro Ala Asp Met GIn Lys Ile Ala Glu Arg
1 5 10 15

GIn Ser Gln Azx(s)n Lys Leu Arg His Gly Asn Met Asn
25

<210> 27
<211> 27
<212> PRT
<213> Rana

<400> 27
Gly Leu Thr Phe Leu Ser Pro Ala Asp Met GIn Lys Ile Ala Glu Arg
1 5 10 15

GlIn Ser GlIn ;3“ Lys Leu Arg His Gly Asn Met
25

<210> 28
<211> 24
<212> PRT
<213> Anguila

<400> 28
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<1;1y Ser Ser Phe |§eu Ser Pro Ser GlIn ?Sg Pro Gln Gly Lys ﬁp Lys

Lys Pro Pro 959 val Gly Arg Arg

<210> 29
<211> 21
<212> PRT
<213> Anguila

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21).. (21)

<223> Amidacion del residuo C terminal

<400> 29
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Ser GIn Arg Pro GIln Gly Lys Asp Lys
1 ) 10 15

Lys Pro Pro Arg val
20

<210> 30
<211> 25
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 30
Gly ser Ser Phe Leu Ser Pro Thr GIn Lys Pro GIn Asn Arg Gly Asp
1 5 10 15

Arg Lys Pro Pro Arg val Gly Arg Arg
9 20 g 25

<210> 31
<211> 23
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 31
Gly Ser ser Phe Leu Ser Pro Thr Gln %s Pro Gln Asn Arg glsy Asp
1 5

Arg Lys Pro ;50 Arg val Gly

<210> 32
<211> 22
<212> PRT
<213> Bagre

<220>

<221> MOD_RES

<222> (22).. (22)

<223> Amidacion del residuo C terminal

<400> 32
g‘ly Ser Ser pPhe geu Ser Pro Thr GIn li)(;s Pro GIln Asn Arg g}y Asp

Arg Lys Pro ;50 Arg val

<210> 33
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<211> 26
<212> PRT
<213> Tiburén

<400> 33
Gly val Ser phe l;is Pro Arg Leu Lys ({%u Lys Asp Asp Asn igr Ser
1

Gly Asn Ser Arg Lys Ser Asn Pro Lys Arg
20 25

<210> 34

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 35

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
val GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
1 5 10 15

<210> 36
<211>17
<212> PRT
<213> Simio

<400> 36
Ala GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 37
<211> 16
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 37
ieu Gln Arg Lys g'lu Ala Lys Lys Pro Sgr Gly Arg Leu Lys P;o Arg
1 1

<210> 38
<211> 16
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 38
lieu GIn Arg Lys g]u Pro Lys Lys Pro i(e)r Gly Arg Leu Lys P;o Arg
1

<210> 39
<211> 17
<212> PRT
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<213> Equino

<400> 39
\lla‘l Gln His Arg %ys Glu Ser Lys Lys ;50 Pro Ala Lys Leu Lys Pro
15

Arg

<210> 40
<211>17
<212> PRT
<213> Porcino

<400> 40
\1/a1 Gln GIn Arg %ys Glu Ser Lys Lys Pao Ala Ala Lys Leu Lys Pro
1 15

Arg

<210> 41
<211>17
<212> PRT
<213> Canino

<400> 41
Leu Gln GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 42
<211> 16
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 42
Leu GIn Arg Lys Glu Pro Lys Lys Pro Ser Gly Arg Leu Lys Pro Arg
1 5 10 15

<210> 43
<211> 16
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 43
Leu GIn Arg Lys g'lu Pro Lys Lys Pro s(e)r Gly Arg Leu Lys igo Arg
1 1

<210> 44
<211> 16
<212> PRT
<213> Ovino

<400> 44
Leu GIn Arg Lys (Ss'lu Pro Lys Lys Pro igr Gly Arg Leu Lys zro Arg
1 5

<210> 45
<211> 16
<212> PRT
<213> Cabra

<400> 45
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ieu GIn Arg Lys (;‘Iu Pro Lys Lys Pro i(e)r Gly Arg Leu Lys Pro Arg
15

<210> 46
<211> 16
<212> PRT
<213> Felino

<400> 46
val GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
1 5 10 15

<210> 47
<211> 17
<212> PRT
<213> Conejo

<400> 47
val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Ala Ala Lys Leu Lys Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 48
<211>17
<212> PRT
<213> Murino

<400> 48
Ala GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GlIn Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 49
<211> 16
<212> PRT
<213> Murino

<400> 49
Ala Gln Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
1 5 10 15

<210> 50
<211>17
<212> PRT
<213> Murino

<400> 50
Thr GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 51

<211>15

<212> PRT

<213> Suncus murinus

<400> 51
Gly Pro Lys Lys Asp Pro Arg Lys Pro Pro Lys Leu GIn Pro Arg
1 5 P g 10 15

<210> 52
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<211> 16
<212> PRT
<213> Cetéaceos

<400> 52
ieu GIn Arg Lys Glu Ala Lys Lys Pro igr Gly Arg Leu Lys ;;o Arg
5

<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Meleagridae

<400> 53
ITe GIn GIn GIn Lys Asp Thr Arg Lys Pro Thr Ala Arg Leu His Pro
1 5 10 . 15

Arg

<210> 54
<211>17
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 54
ITe GIn GlIn GlIn gys Asp Thr Arg Lys ;50 Thr Ala Arg Leu g;s Arg
1

Arg

<210> 55
<211>15
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 55
Ile GIn GIn GIn Lys Asp Thr Arg Lys Pro Thr Ala Arg Leu His
1 5 10 .15

<210> 56
<211>13
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 56
Ile GIn GIn GIn %ys Asp Thr Arg Lys Pro Thr Ala Arg
1 10

<210> 57
<211> 16
<212> PRT
<213> Tortuga

<400> 57
:Tlhr GIn GIn Arg Lys Asp Pro Lys Lys qas Thr Lys Leu Asn T;g Arg
5

<210> 58
<211> 20
<212> PRT
<213> Rana

<400> 58
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GIn Lys Ile Ala Glu Arg GIn Ser GIn Asn Lys Leu Arg His Gly Asn
1 5 10 15

Met Asn Arg Arg
20

<210> 59
<211> 18
<212> PRT
<213> Rana

<400> 59
GIn Lys Ile Ala g'lu Arg GIn Ser Gln Agn Lys Leu Arg His G;y Asn
1 1 1

Met Asn

<210> 60
<211>17
<212> PRT
<213> Rana

<400> 60
Gln Lys Ile Ala Glu Arg GIn Ser GIn Asn Lys Leu Arg His Gly Asn
1 5 0 - 15

Met

<210> 61
<211> 13
<212> PRT
<213> Anguila

<400> 61
GIn Gly Lys Asp lgys Lys Pro Pro Arg \1/81 Gly Arg Arg
1

<210> 62
<211> 10
<212> PRT
<213> Anguila

<400> 62
GIn Gly Lys Asp Lys Lys Pro Pro Arg Vval
1 5 10

<210> 63
<211> 14
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 63
g]n Asn Arg Gly /S\sp Arg Lys Pro Pro %‘g val Gly Arg Arg

<210> 64
<211> 12
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 64
g'ln Asn Arg Gly gsp Arg Lys Pro Pro Asg val Gly
1
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<210> 65
<211> 11
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 65
GIn Asn Arg Gly ?SP Arg Lys Pro Pro A(f)‘g val
1 1

<210> 66
<211>18
<212> PRT
<213> Tiburén

<400> 66
Lys Glu Lys Asp gsp Asn Ser Ser Gly Asn Ser Arg Lys Ser Asn Pro
1 10 15

Lys Arg

<210> 67

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg GIn Gln

1 5 10 15

val

<210> 68

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
irg Pro GIn Leu gys Ala Pro Pro Lys %s Ser Glu Lys Arg (1;1Sn val

<210> 69

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69
Arg Pro GlIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg Gln GIn
1 5 10 15

Ala

<210>70
<211> 16
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 70
Arg Pro Lys Leu AS\r'g Gly Ser Pro Lys I]_.)OIS Ala Glu Lys Arg G}n Leu
1 : 1

<210> 71
<211> 16
<212> PRT
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<213> Bovino

<400> 71
Arg Pro Lys Leu Arg Gly Ser Pro Lys Lys Pro Glu Lys Arg Gln Leu
1 5 10 15

<210>72
<211>17
<212> PRT
<213> Equino

<400> 72
?rg Pro Lys Leu |§ys Ala Pro Pro Lys li{)s Ser Glu Lys Arg 5{155 Gln

val

<210>73
<211>17
<212> PRT
<213> Porcino

<400> 73
Arg Pro Lys Leu Lys Ala Ala Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg Gln Gln
1 5 ‘ 10 15

val

<210> 74
<211>17
<212> PRT
<213> Canino

<400> 74
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg GIn GlIn
1 5 10 15

Leu

<210>75
<211> 16
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 75
Arg Pro Lys Leu grg Gly Ser Pro Lys &55 Pro Glu Lys Arg ﬂn Leu
1

<210> 76
<211> 16
<212> PRT
<213> Cérvido

<400> 76
Arg Pro Lys Leu Arg Gly Ser Pro Lys Lys Pro Glu Lys Arg GIn Leu
1 S 10 15

<210> 77
<211> 16
<212> PRT
<213> Ovino

<400> 77
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Arg Pro Lys Leu Arg Gly Ser Pro Lys Lys Pro Glu Lys Arg Gln Leu
1 S5 10 15

<210>78
<211> 16
<212> PRT
<213> Cabra

<400> 78
Arg Pro Lys Leu Arg Gly Ser Pro Lys Lys Pro Glu Lys Arg Gln Leu
1 5 10 15

<210>79
<211> 16
<212> PRT
<213> Felino

<400> 79
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg GIn val
1 5 10 15

<210> 80
<211> 17
<212> PRT
<213> Conejo

<400> 80
érg Pro Lys Leu ;ys Ala Ala Pro Lys %s Ser Glu Lys Arg %n Gln

val

<210> 81
<211>17
<212> PRT
<213> Murino

<400> 81
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg GIn Gln
1 5 10 15

Ala

<210> 82
<211> 16
<212> PRT
<213> Murino

<400> 82
T‘g Pro Gln Leu lgys Ala Pro Pro Lys ligs ser Glu Lys Arg g;n Ala

<210> 83
<211>17
<212> PRT
<213> Murino

<400> 83

Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg GIn GIn
1 5 10 15

Thr

<210> 84
<211>15
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<212> PRT
<213> Suncus murinus

<400> 84
Arg Pro GIn Leu l§ys Pro Pro Lys Arg ;80 AsSp Lys Lys Pro ﬁlsy
1

<210> 85
<211> 16
<212> PRT
<213> Cetéaceos

<400> 85
Arg Pro Lys Leu ?rg Gly Ser Pro Lys %s Ala Glu Lys Arg ﬂn Leu
1

<210> 86

<211> 17

<212> PRT

<213> Meleagrididae

<400> 86
Arg Pro His Leu Arg Ala Thr Pro Lys %g Thr Asp Lys GIn ﬂn GIn
1 5

Ile

<210> 87
<211>17
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 87
Arg Arg His Leu Arg Ala Thr Pro Lys iag Thr Asp Lys Gln g;n Gln
1 5

Ile

<210> 88
<211>15
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 88
His Leu Arg Ala Thr Pro Lys Arg Thr 11\(s)p Lys GIn Gln Gln Ile
1 5

<210> 89
<211>13
<212> PRT
<213> Pollo

<400> 89
Qrg Ala Thr Pro gys Arg Thr Asp Lys (13'(l)n GIn GlIn Ile

<210> 90
<211> 16
<212> PRT
<213> Tortuga

<400> 90
Arg Arg Asn Leu Lys Thr His Lys Lys P(r)‘o Asp Lys Arg GIn GIn Thr
1 5 1

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 566 830 T3

<210> 91
<211> 20
<212> PRT
<213> Rana

<400> 91
Arg Arg Asn Met Asn Gly His Arg Leu Lys Asn GIn Ser GlIn Arg Glu
1 5 10 15

Ala 1le Lys GIn
20

<210> 92
<211>18
<212> PRT
<213> Rana

<400> 92
Asn Met Asn Gly His Arg Leu Lys Asn G;I)n ser Gln Arg Glu Alxga Ile
1 ) 1

Lys GIn

<210> 93
<211>17
<212> PRT
<213> Rana

<400> 93
Met Asn Gly His Arg Leu Lys Asn Gln Ser Gln Arg Glu Ala Ile Lys
1 5 10 15

Gln

<210> 94
<211> 13
<212> PRT
<213> Anguila

<400> 94
?rg Arg Gly val Arg Pro Pro Lys Lys llx(s)p Lys Gly Gln
5

<210> 95
<211> 10
<212> PRT
<213> Anguila

<400> 95
val Arg Pro Pro Lys Lys Asp Lys Gly Gln
1 9 5y Y 10

<210> 96
<211> 14
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 96
?rg Arg Gly val ls\rg Pro Pro Lys Arg ?(s)p Gly Arg Asn GIn

<210> 97
<211>12
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<212> PRT
<213> Bagre

<400> 97
Gly val Arg Pro ;ro Lys Arg Asp Gly Agg Asn Gln
1 1

<210> 98
<211> 11
<212> PRT
<213> Bagre

<400> 98
val Arg Pro Pro Lys Arg Asp Gly Arg Asn GIn
1 5 10

<210> 99
<211> 18
<212> PRT
<213> Tiburén

<400> 99
érg LysS Pro Asn ger Lys Arg Ser Asn (15(1)y Ser Ser Asn Asp Asp Lys
15

Glu Lys

<210> 100

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> DISULFURO

<222> (7)..(23)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 7 a Cys en la posicion 23

<400> 100
ier Leu Arg Arg ger Ser Cys Phe Gly (1;(1)y Arg Met Asp Arg ﬂe Gly

Ala GIn ser g(])y Leu Gly Cys Asn gtsar Phe Arg Tyr

<210> 101

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> DISULFURO

<222> (6)..(22)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 6 a Cys en la posicion 22

<400> 101
Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
1 5 10 15

Met Ser Gly |i(e)u Gly Cys

<210> 102

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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ES 2 566 830 T3

Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu Gln Arg Met GIn Glu Lys
1 5 10 15

Glu Arg Asn 5%5 Gly GIn

<210> 103

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (30)..(30)

<223> AMIDACION del residuo C terminal

<400> 103

gis Ala Glu Gly ;hr Phe Thr ser Asp ¥g1 ser Ser Tyr Leu g}u Gly

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 104

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

ier val ser Glu g'le GIn Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn
10 15

Ser Met Glu grg val Glu Trp Leu tzxgg Lys Lys Leu GIn g(s)p val His

Asn Phe

<210> 105

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (32)..(32)

<223> AMIDACION del residuo C terminal

<400> 105

Cys Gly Asn Leu §er Thr Cys Met Leu g;l)y Thr Tyr Thr GIn Asp Phe
1 15

Asn Lys Phe l;;)s Thr Phe Pro Gln }'hr Ala Ile Gly val (3;(1)y Ala Pro

<210> 106
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (1)..(17)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 1 a Cys en la posicion 17

<400> 106
Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gg)y Ala Gln ser Gly igu Gly
1 ) 1

Cys Asn Ser Phe Arg Tyr val GlIn g}n Arg Lys Glu Ser 13.)65 Lys Pro
20

Pro Ala liysrs Leu Gln Pro Arg

<210> 107
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 107
val GIn GIn Arg %ys Glu Ser Lys Lys ;50 Pro Ala Lys Leu %n Pro
1

Arg Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp lzxrs'g Ile Gly Ala GIn g(e)r Gly Leu
20

Gly Cys »;?n Ser Phe Arg Tyr

<210> 108
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 108
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys l].-%s Ser Glu Lys Arg ﬂn Gln
1 5

val Cys pPhe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly Ala GIn Ser Gly Leu
20 25 30

Gly Cys égn Ser Phe Arg Tyr

<210> 109
<211> 34
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 109
Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys L%s Ser Glu Lys Arg g;n GIn
1 5 1

val Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Sgg Ile Gly Ser Met ggr Gly Leu
20

Gly Cys

<210> 110
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (1)..(17)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 1 a Cys en la posicion 17

<400> 110
Cys Phe Gly Leu gys Leu Asp Arg Ile cli;l)y Ser Met Ser Gly Lgu Gly
1 1

Cys val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln
20 25 30

Pro Arg

<210> 111
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 111
;he val Pro Ile l;he Thr Tyr Gly Glu Iigu GlIn Arg Ser Pro (1;]5u His

GIn Arg val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro SAa LyS Leu
20 25

Gln Pro Arg

<210> 112
<211> 33
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 112
Phe val Pro
1

val Gln Gln

Arg

<210> 113
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 113
Phe val Pro
1

GIln Arg Lys

<210> 114
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 114
;he val Pro

Lys Glu ser

<210> 115
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 115
:he val Pro

ser Lys Lys

<210> 116
<211> 25
<212> PRT

ES 2 566 830 T3

Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg Glu His GIn Arg
5 10 15

Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro
20 25 30

ITe Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg GIn Arg val Gln
5 10 15

Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25 30

Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn Gln Arg
5 10 15

Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 ' 25

Ile phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg Gln Arg Lys Glu
5 10 15

Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25
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<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 116
Phe val Pro
1

Lys Pro Pro

<210> 117
<211> 23
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 117

Phe val Pro
1

Pro Ala Lys

<210> 118
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 118
;he val pro

Lys Glu ser

<210> 119
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 119
;he val Pro

Lys Glu ser

<210> 120
<211> 23
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

ES 2 566 830 T3

ITe Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg Lys Glu Ser Lys
5 10 15

Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25

Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg Ser Lys Lys Pro
5 10 15

Leu Gln Pro Arg
20

Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GlIn Arg
5 10 15

Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Glin
20 25

ITe Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn Gln Arg
5 10 15

Lys Lys Pro Pro Ala Lys
20 25
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<400> 120
Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu Gln Arg val Gln Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Ser %s Lys Pro Pro

<210> 121
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 121
Phe val Pro Ile pPhe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Ser Lys Lys
20

<210> 122
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 122
;he val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu ligu G1n Arg val Gln g;n Arg
5

Lys Glu ser

<210> 123
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 123
Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GIn Arg
1 S 10 15

Lys

<210> 124
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (1)..(17)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 1 a Cys en la posicion 17
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<400> 124
Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gg)y Ser Met Ser Gly igu Gly
1 5 1

cys val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GlIn
20 25 30

Pro Arg

<210> 125
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (6)..(22)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 6 a Cys en la posicion 22

<400> 125
Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
1 5 10 15

Met Ser Gly Iigu Gly Cys val GlIn g;n Arg Lys Glu Ser ls.gs Lys Pro

Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
35

<210> 126
<211> 51
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 126
val Gln GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro
1 5 10 15

Arg Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu
20 25 30
Gly Cys \3/21 GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro P;o Ala Lys Leu
40 4

GIn Pro Arg
50

<210> 127
<211> 51
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 127
qrg Pro Gln Leu |§ys Ala Pro Pro Lys %s ser Glu Lys Arg <1;;n Gln

val Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu
20 25 30
Gly Cys val GIn GIn Arg Lys G;I)u ser Lys Lys Pro Prs'o Ala Lys Leu
35 4 4

GIn Pro Arg
50

<210> 128
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 128
val GIn Gln Arg ;ys Glu Ser Lys Lys Pgo Pro Ala Lys Leu ﬂn Pro
1 1

Arg Cys Phe g(l)y Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu
25 30

Gly Cys

<210> 129
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<400> 129
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Arg Pro GIn Leu Lys Ala Pro Pro Lys Lys Ser Glu Lys Arg Gln GlIn

1 5 10 15

val Cys phe §1y Leu Lys Leu Asp ggg Ile Gly Ser Met ggr Gly Leu
0

Gly Cys

<210> 130
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (18)..(34)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro de Cys en la posicion 18 a Cys en la posicion 34

<220>

<221> MOD_RES

<222> (34)..(34)

<223> AMIDACION del residuo C terminal

<400> 130
Cys Phe Gly Leu ls_ys Leu Asp Arg Ile ﬂ)y Ser Met Ser Gly ;.;u Gly
1

Cys val GIn GIn Arg Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn
20 25 30

Pro Arg

<210> 131
<211> 28
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 131
Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GIn Arg
1 5 10 15

Lys Glu Lys 12.55 Pro Pro Ala Lys 5?’ Gln Pro Arg

<210> 132
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 132
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phe val pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GIn Arg
1 5 10 15

Lys Glu pPhe Eys Lys Pro Pro Ala 5{5 Leu GIn Pro Arg
0

<210> 133
<211>29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 133

Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val Gln Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Thr 555 Lys Pro Pro Ala Egs Leu GIn Pro Arg

<210> 134
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 134

Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Pro Lys Lys Pro Pro Ala Eys Leu GIn Pro Arg
20 5

<210> 135
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 135

pPhe val Pro Ile phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn G1ln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Leu Lys Lys Pro Pro Ala sgs Leu GIn Pro Arg
20

<210> 136
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 136

Phe val pPro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Ala Lys Lys Pro Pro Ala sgs Leu GIn Pro Arg
20
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<210> 137
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 137
ihe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu igu GIn Arg val Gln g}n Arg
5

Lys Asn Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25

<210> 138
<211>29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 138
Phe val Pro Ile ghe Thr Tyr Gly Glu igu GIn Arg val GlIn g}n Arg
1

Lys GIn Ser Lys Lys Pro Pro Ala sgs Leu GIn Pro Arg
20

<210> 139
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 139
;he val pro Ile Ehe Thr Tyr Gly Glu igu Gln Arg val GIn g;n Arg

Lys Asp Ser 5%5 Lys Pro Pro Ala Egs Leu GIn Pro Arg

<210> 140
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 140
;he val pro Ile ghe Thr Tyr Gly Glu igu GIn Arg val Gln g;n Arg

Lys Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GlIn Pro Arg
20 25

<210> 141
<211> 29
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 141 4
;he val Pro Ile l;he Thr Tyr Gly Glu igu GIn Arg val GlIn g;n Lys

Arg Asp Ser Az\(r;g Arg Pro Pro Ala Iiys Leu Gln Pro Arg
5

<210> 142
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 142
pPhe val Pro Ile is’he Thr Tyr Gly Glu Ii(e)u GIn Arg val GIn Gln Lys
1 15

Lys ser Glu 12.55 Arg Pro Pro Ala ligs Leu GIn Pro Arg

<210> 143
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 143
Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIln Arg val GIn Gln Arg
1 5 10 15

Lys Gly Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25 30

<210> 144
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 144
Phe val pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val Gln GIn Arg
1 5 10 15

Lys Glu ser Gly Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25 30

<210> 145
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis
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Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GIn Arg
1 5 10 15

Lys Gly Gly Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
20 25 30

<210> 146
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 146

Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu Gln Arg val GIn Gln Arg
1 5 10 15

Lys Gly Gly Glu Ser Gly Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu GIn Pro Arg
. 20 . 25 30

<210> 147
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 147

Phe val pPro Ile pPhe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GlIn Gln Arg
1 5 10 - 15

Lys Glu ser %s Lys Ala Lys Leu g;n Pro Arg

<210> 148
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 148

Phe val pPro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu Gln Arg val GIn GIn Arg
1 5 10 15

Lys Glu ser %s Lys Ala Lys Leu ;2\1a Ala Leu Lys Ala
5

<210> 149
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 149
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Phe val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Lgu GIln Arg val Gln (ﬂn Arg
1 5 1

Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Ala Ala Leu Lys Ala
20 2§ 35

<210> 150
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 150
Phe val Pro Ile l;he Thr Tyr Gly Glu Lgu GIn Arg val Gln (];;n Arg
1 1

Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Glu Leu Ala Ala Leu Glu Ala
20 25 30

<210> 151
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 151
Phe val Pro Ile pPhe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val Gln Gln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Glu Leu Ala Ala Leu Lys Ala
20 25 30

<210> 152
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 152
;he val Pro Ile ghe Thr Tyr Gly Glu |igu GIn Arg val GIn g;n Arg

Lys Glu Ser Lys Lys Met Ile Thr Ile Arg
20 25

<210> 153
<211>28
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 153
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Phe val pPro 1Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val GIn GIln Arg
1 5 10 15

Lys Glu Ser g%s Lys Pro Pro Met %;e Thr Ile Arg

<210> 154
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 154
Ehe val Pro Ile ghe Thr Tyr Gly Glu kgu GIn Arg Lys Glu igr Lys

Lys Pro Pro gga Lys Leu Ala Ala sgu Lys Ala

<210> 155
<211>33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 155
pPhe val pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu GIn Arg val Gln GIn Lys
1 5 10 15

Lys Ala Tyr ggr Pro Asp Lys Glu ggg Lys Pro Pro Ala ggu GIn Pro

Arg

<210> 156
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 156
Phe val pPro Ile ghe Thr Tyr Gly Glu igu GIn Arg val GIn g;n Lys
1

Lys Ala Tyr ggr Pro Asp Lys Glu ggg Lys Pro Pro Ala %55 Leu GIn

Pro Arg
<210> 157
<211> 39
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> sintesis

<400> 157
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Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
1 5 10 15

Met Ser Gly 58u Gly Cys val Glin g}n Arg Lys Asp Ser Lys Lys Pro
30

Pro Ala %gs Leu GIn Pro Arg

<210> 158
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 158
Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly
1 5 10 15

Cys Ala Gly ggr val Asp His Lys g;y LYs Gln Arg Lys gg1 val Asp

His Pro Lys Arg
35

<210> 159
<211> 53
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 159
Qsp Leu Arg val ésp Thr Lys Ser Arg q&a Ala Trp Ala Arg Leu Leu
15

GIn Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
20 25 30
Leu Ser ;gs Gly Cys Phe Gly kgu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
45

Ser Gly Leu Gly Cys
50

<210> 160
<211>

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> sintesis

<400> 160
Ser Pro Lys Met val GIn Gly Ser Gly 555 Phe Gly Arg Lys Met Asp
1 5 15

Arg Ile Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys val Leu Arg Arg His
20 25 9 309
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REIVINDICACIONES

Un péptido quimérico, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID: 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134,
135, 136, 139, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 154, 155, 156, 157 o 158.

El péptido quimérico de la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID: 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 124, 125, 126, 127, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 139, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 154, 155, 156,
157 0 158.

Una composicién farmacéutica en la que el péptido quimérico de la reivindicaciéon 1 o 2 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo es un ingrediente activo.

La composicidon farmacéutica segun la reivindicacion 3 para uso en el tratamiento de una enfermedad, en

donde

(@)

(b)

(c)

el péptido quimérico es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID:
106, 107 o 108, y la enfermedad es una enfermedad seleccionada de insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca cronica, arterioesclerosis obliterante, cardiopatia isquémica, hipertension,
edema, miocardiopatia, retinitis, enfermedad renal diabética, nefroesclerosis e infarto de miocardio;

el péptido quimérico es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID:
109, 110, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 157 o 158, y la enfermedad es una enfermedad
seleccionada de condrodisplasia atipica, restenosis después de PTCA después de estenosis de arteria
coronaria, hipertensién pulmonar, enfermedad obliterante arterial periférica, artrosis, artritis reumatoide,
fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, infarto de miocardio y miocarditis; o

el péptido quimérico es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID:
111, 112, 113, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 139, 141, 142, 143,
144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 154, 155 o 156, y la enfermedad es una enfermedad
seleccionada de dispepsia funcional, esofagitis por reflujo, paralisis de motilidad gastrica diabética,
sindrome del intestino irritable de tipo estrefimiento, psudoileo crénico, ileo posoperatorio, gastritis
cronica y gastritis atrofica.

71



ES 2 566 830 T3

[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 51
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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[Fig. 11]
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[Fig. 12]
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Grupo 1: Vehiculo control Grupo 3: CNP quimérico (D), 50 nmol/kg/dia
Grupo 2: CNP quimérico (D), 12,5 nmol/kg/dia Grupo 4: CNP quimérico (D), 200 nmol/kg/dia

o: Datos individuales, N=5, e: Valor medio/Desviacién estandar, N=5
NS: No significativo por la prueba de Dunnet (p>0,05)

*: Significativo por la prueba de Dunnet (p<0,05)
**: Significativo por la prueba de Dunnet (p<0,01)
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[Fig. 13]
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