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RESUMEN

La invencion proporciona moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos
mutantes de FGF21

farmacéuticas que comprenden los polipéptidos mutantes FGF21, y los métodos para el

los polipéptidos mutantes de FGF21, las composiciones

tratamiento de trastornos metabolicos usando esos acidos nucleicos, polipéptidos, o

composiciones farmacéuticas.
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MUTANTES FGF21 Y USO DE LOS MISMOS

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados

Unidos num. 61/195, 761 presentada el 10 de octubre de 2008.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO DE LA INVENCION
La invencion se refiere a moléculas acido nucleico que codifican polipéptidos
mutantes FGF21, polipéptidos mutantes FGF21, composiciones farmacéuticas que
comprenden polipéptidos mutantes FGF21, y los métodos para el tratamiento de
trastornos metabdlicos utilizando tales acidos nucleicos, polipéptidos, o composiciones

farmacéuticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

FGF21 es un polipéptido secretado que pertenece a una subfamilia de factores de
crecimiento de ﬂbrbblastos (FGF) que incluye FGF19, FGF21 y FGF23 (Itoh y otros.,
2004, Trend Gener 20: 563-69). FGF21 es un FGF atipico en que es independiente de la
heparina y funciona como una hormona en la regulaciéon de la glucosa, lipidos y
metabolismo de la energia.

El FGF21 fue aislado a partir de una biblioteca de ADNc del higado como un
factor hepatico secretado. Se expresa altamente en el higado y el pancreas, y es el Gnico
miembro de la familia de los FGF que se expresa primariamente en el higado. Los ratones
transgénicos que sobreexpresan FGF21 exhiben fenotipos metabdlicos con velocidades de
crecimiento lento, bajos niveles de triglicéridos y de glucosa en plasma, y una ausencia de
diabetes tipo 2 asociada a la edad, hiperplasia de los islotes y obesidad. La administracion
farmacologica de la proteina FGF2lrecombinante en modelos de roedores diabéticos
resulta en niveles normalizados de glucosa en el plasma, niveles de triglicéridos y
colesterol reducidos, y sensibilidad a la insulina vy tolerancia a la glucosa mejoradas.
Ademas, el FGF21 reduce el peso corporal y la grasa corporal mediante el incremento del
gasto de energia, la actividad fisica, v la velocidad metabolica. La investigacion
experimental proporciona soporte para la administracién tarmacologica de FGF21 para el
tratamiento de la diabetes tipo 2. la obesidad, las dislipidemia y otras enfermedades 0
trastornos metabolicos en los seres humanos.

El FGF21 humano tiene una corta vida media in vivo. En ratones y monos

macacos cynomolgus. la vida media efectiva del FGF21 humano es de 1 a 2 horas. En el

\O
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desarrollo de una proteina FGF21 para su uso como agente terapéutico en el tratamiento
de la diabetes tipo 2, seria deseable un aumento en la vida media. Las proteinas FGF21
que tienen una vida media incrementada permitirian la dosificacion menos frecuente a los

pacientes a quienes se les esta administrando la proteina.

SUMARIO DE LA INVENCION

En una modalidad, la presente invenciéon proporciona una molécula de écido
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido
de sec. con num. de ident.: 4 que tiene al menos una sustitucion de aminoacidos que es:
(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175; (b) un
residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69, 77, 79, 87, 91, 112,
113, 120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179; (c) un residuo de arginina en una o mas de las
posiciones 56, 59, 69, y 122; (d) un residuo de glicina en la posicion 170; (e) un residuo
de glicina en la posicion 171; y combinaciones de (a) — (e).

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un acido nucleico aislado
que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos de sec. con nim.
de ident.: 4 que tiene al menos una sustitucion de aminoacidos que es: (a) un residuo de
lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175; (b) un residuo de cisteina en
una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69, 77. 79, 87, 91, 112, 113, 120, 121, 125,
126, 175, 170, y 179; (c) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69,
y 122; (d) un residuo de glicina en la posicion 170; (e) un residuo de glicina en la
posiciéon 171; y combinaciones de (a) — (e), y que comprende adiciones, deleciones o
sustituciones adicionales que hacen el polipétido al menos 85% idéntico a la sec. con
nim. de ident.:4, siempre que la al menos una sustitucion de aminoacidos de la
Reivindicacion 1(a) — (¢) no sea modificada adicionalmente.

La presente invenciéon también proporciona vectores y células huésped que
comprenden las moléculas de acido nucleico de la presente invencion. |

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona un polipéptido
aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 4 que
tiene al menos una sustituciéon de aminoécidos que es: (a) un residuo de lisina en una o
mas de las posiciones 36, 72, 77, 126y 175; (b) un residuo de cisteina en una o mas de las
posiciones 37, 38, 46, 91, 69, 77, 79, 87, 91, 112, 113, 120, 121, 125, 126, 175, 170, y
179; (¢) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122; (d) un
residuo de glicina en la posicién 170; (e) un residuo de glicina en la posicidén 171; y
combinaciones de (a) — (e),

En aun otra modalidad. la presente invencion proporciona un acido nucleico

aislado que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de sec.

W\
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con num. de ident.: 4 que tiene al menos una sustitucién de aminoacidos que es: (a) un
residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175; (b) un residuo de
cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69, 77, 79, 87, 91, 112, 113, 120,
121, 125, 126, 175, 170, y 179; (¢) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones
56, 59, 69, y 122; (d) un residuo de glicina en la posicién 170; (e) un residuo de glicina
en la posicion 171; y combinaciones de (a) — (e), y que comprende adiciones, deleciones o
sustituciones adicionales que hacen el polipétido al menos 85% idéntico a la sec. con
nim. de ident.:4, siempre que la al menos una sustitucion de aminoéacidos de la
Reivindicacion 1(a) — (e) no sea modificada adicionalmente.

En atn otra modalidad, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado
que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 4 que tiene al
menos una sustitucion de aminoacidos que es: (a) un residuo de lisina en una o méas de las
posiciones 36, 72, 77, 126 y 175; (b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones
37,38, 46, 91, 69, 77, 79, 87, 91, 112, 113, 120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179; (c) un
residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122; (d) uh residuo de
glicina en la posicion 170; (e) un residuo de glicina en la posicién 171; y combinaciones
de (a) — (e), y que comprende adiciones, deleciones o sustituciones adicionales que hacen
el polipétido al menos 85% idéntico a la sec. con nim. de ident.:4, siempre que la al
menos una sustitucién de aminoacidos de la Reivindicacion 1(a) — (e) no sea modificada
adicionalmente.

Adicionalmente, la presente invencidn proporciona una composicién que
comprende un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con
num. de ident.: 4 opcionalmente que tiene al menos una sustitucion de aminoacidos que
es: (a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175; (b) un
residuo de cisteina en una o mas de -las posiciones 37, 38, 46, 91, 69, 77, 79, 87, 91, 112,
113, 120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179; (¢) un residuo de arginina en una o mas de las
posiciones 56, 59, 69, y 122; (d) un residuo de glicina en la posicion 170; (e) un residuo
de glicina en la posicion 171; y combinaciones de (a) — (e); unidos por un enlazador a un
segundo polipéptido que comprende a polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de sec. con num. de ident.. 4 opcionalmente que tiene al menos una
sustitucion de aminoacidos que es: (a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones
36, 72, 77, 126 y 175; (b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38,
46,91,69,77.79, 87,91, 112, 113,120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179; (c) un residuo de
arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122; (d) un residuo de glicina en la
posicion 170; () un residuo de glicina en la posicion 171; y combinaciones de (a) — (e).

La presente invencién también proporciona formas quimicamente modificadas de

los polipéptidos de la presente invencion. Las formas quimicamente modificadas de los

W
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polipéptidos comprenden un polimero unido al N-terminal y/o un sitio de union al
polimero de origen natural o no natural. La presente invenciéon proporciona ademas
composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento de desordenes metabdlicos tales
como la obesidad y la diabetes que comprenden administrar las composiciones

farmacéuticas de la presente invencion a un paciente que necesita de €stas.

Las realizaciones especificas de la presente invencion seran evidentes a partir de la

siguiente descripcion mas detallada de ciertas realizaciones y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un dibujo que representa una molécula de FGF2Ique tiene dos
polimeros (por ejemplo, moléculas de PEG) unida a la secuencia.

La Figura 2 comprende cuatro geles de SDS-PAGE, que muestran el grado de
PEGilacion de nueve mutantes FGF21 que tienen un tnico sitio de unién al polimero
creado por ingenieria genética, que se han modificado quimicamente con PEG, a saber,
E37C, R77C y HI125C (izquierda superior), D38C, D46C y D79C (derecha superior),
H87C. E91C. G113C (izquierda inferior) y G120C, R126C, N121C (derecha inferior).

La Figura 3 comprende un gel de SDS-PAGE, que muestra el grado de
PEGilacion de tres mutantes FGF21 que tienen un unico sitio de union al polimero creado
por ingenieria genética, que se han modificado quimicamente con una molécula de
maleimida metoxi PEG de 20 kDa, a saber, K69C, R175Cy Y1 79C.

La Figura 4 comprende dos esquemas que representan los resultados de un ensayo
de ELK-luciferasa realizado en polipéptidos mutantes FGF21 que tienen un unico sitio de
unién al polimero creado por ingenieria genética, que se han modificado quimicamente
mediante la unién de una molécula de maleimida metoxi PEG de 20 kDa, a saber,E37C,
R77C, E91C, el FGF2I de tipo salvaje y el FGF21pegilado en el N-terminal (grafico
superior) y G113C, N121C, D46C, el FGF21 de tipo salvaje y el FGF21 PEGilado en el
N-terminal (grafico inferior).

La Figura 5 comprende dos esquemas que representan los resultados lde un ensayo
de ELK-luciferasa realizado en polipéptidos mutantes FGF21 que tienen un unico sitio de
unién al polimero creado por ingenieria genética, que se han modificado quimicamente
mediante la union de una molécula de maleimida metoxi PEG de 20 kDa, a saber, H125C,
G120C, R126C, el FGF21 de tipo salvaje v el FGF21 PEGilado en el N-terminal (grafico
superior) y D79C, D38C. el FGF21 de tipo salvaje y el FGF21 PEGi]ado en el N-terminal
(grafico inferior).

La Figura 6 comprende dos esquemas que representan los resultados de un ensayo

de ELK-luciferasa realizado en polipéptidos mutantes FGF21 que tienen un unico sitio de ,3
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unién al polimero creado por ingenieria genética, que se han modificado quimicamente
mediante la union de una molécula de maleimida metoxi PEG de 20 kDa, a saber, K69C,
D79C, el FGF21 de tipo salvaje y el FGF21 PEGilado en el N-terminal(grafico superior),
y el R175C, Y179C, el FGF21 de tipo salvaje y el FGF21 PEGilado en el N-terminal
(grafico inferior).

La Figura 7 es un dibujo que representa una molécula anclada de la presente
invencion. ,

La Figura 8 es un dibujo que representa el cambio en el porcentaje de los niveles
de glucosa en sangre en ratones desde el tiempo 0 después de una tnica inyeccion del
vehiculo (PBS), el FGF21 de tipo salvaje o el FGF21 de tipo salvaje PEGilado en el N-
terminal,

La Figura 9 es un diagrama que representa el porcentaje de cambio en los niveles
de glucosa en sangre en ratones desde el tiempo 0 después de una tnica inyeccidon del
vehiculo (PBS), el FGF21 de tipo salvaje y el FGF21 de tipo salvaje PEGilado en el N-
terminal con moléculas maleimida metoxi PEG de 20, 30 6 40 kDa.

La Figura 10 comprende dos esquemas que representan el porcentaje de cambio
en los niveles de glucosa en sangre en ratones durante un periodo de nueve dias desde el
tiempo 0 después de una Gnica inyeccion de PBS o de los polipéptidos mutantes FGF21
PEGilados en el N-terminal que comprenden las mutaciones R77C o R126K, los cuales
fueron adicionalmente PEGilados en esos sitios de union al polimero introducidos con
moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa y una fusion que comprende una
molécula Fc y un polipéptido mutante FGF21 G170E (grafico superior), o un polipéptido
mutante pegilado en el N-terminal FGF21 que comprende las mutaciones R77C, el cual
fue adicionalmente pegilado en este sitio de union al polimero introducido con la
molécula de maleimida metoxi PEG de 20 kDa, y P171G (gratico jnferior).

La Figura 11 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles de
glucosa en sangre en ratones desde el tiempo 0 después de una tnica inyeccion del
vehiculo (fosfato de potasio 10 mM, sorbitol 5%, pH 8) o de los polipéptidos mutantes
FGF21 que fueron doblemente pegilados con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20
kDa en los sitios de union al polimero, a saber, E91C/H125C, E91C/R175C,
E37C/G120C, E37C/H125C y E37C/R175C; una fusion que comprende una molécula Fc
y un polipéptido mutante FGF21 P171G también se estudio.

La Figura 12 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles de
glucosa en sangre en ratones desde el tiempo 0 después de una unica inyeccion del
vehiculo (fosfato de potasio 10 mM, sorbitol 5%, pH 8) o de los polipéptidos mutantes
FGF21 que fueron doblemente pegilados con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20

kDa en los sitios de union al polimero, a saber, E91C/H121C, G120C/H125C o
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E37C/R77C, una fusiéon que comprende una molécula Fc y un polipéptido mutante
FGF21G170E y también se estudio. |

La Figura 13 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles de
glucosa en sangre en ratones desde el tiempo 0 después de una tunica inyeccidén del
vehiculo (fosfato de potasio 10 mM, sorbitol 5%, pH §) o de los polipéptidos mutantes
FGF21 que fueron doblemente pegilados con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20
kDa en los sitios de union al polimero, a saber, E37C/R77C, E91C/R175C, E37C/H125C,
E37C/R77C/P171G, E91C/R77C/P171G y E37C/R125C/P171G.

La Figura 14 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles de

glucosa en sangre en ratones desde el tiempo O después de una unica inyeccion del

vehiculo (fosfato de potasio 10 mM, sorbitol 5%, pH 8) o de los polipéptidos mutantes

FGF21 que fueron doblemente pegilados con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20
kDa en los sitios de unién al polimero, a saber, E37C/R77C/P171G vy
E91C/R125C/P171G, o moléculas ancladas que comprenden dos polipéptidos mutantes
FGF21 idénticos que tienen las mismas mutaciones introducidas, a saber, R77C/P171G
(2x) y R78C/P172G (2x), los cuales se unieron a traveés de una molécula de maleimida
metoxi PEG de 20 kDa.

La Figura 15 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles de
glucosa en sangre en ratones en funcion de la dosis desde el tiempo O después de una
Gnica inyeccion del vehiculo (Tris HCI 10mM, NaCl 150mM, pH 8.5), o un polipéptido
mutante FGF21 que fue doblemente pegilado con moléculas de maleimida metoxi PEG
de 20 kDa en los sitios de union al polimero, a saber, E37C/R77C/P171G, y administrado
en dosis de 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg o 1 mg/kg.

La Figura 16 es un grafico que muestra el cambio de peso corporal en ratones
desde el tiempo 0 después de una tnica inyeccion del vehiculo (fosfato de potasio 10
mM, sorbitol 5%, pH 8) o polipéptidos mutantes FGF21 que fueron doblemente pegilados
con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa en los sitios de union al polimero, a
saber, E37C/R77C, E9Q1C/R175C, E37/H125C, E37C/R77C/P171G, E91C/R77C/P171G
y E37C/R125C/P171G.

La Figura 17 es un grafico que muestra el cambio de peso corporal en ratones
desde el tiempo 0 después de una unica inyeccidon del vehiculo (fosfatb de potasio 10
mM, sorbitol 5%, pH 8), de polipéptidos mutantes FGF21 que fueron doblemente
pegilados con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa en los sitios de union al
polimero, a saber, E37C/R77C/P171G y E91C/R125C/P171G, o moléculas ancladas que
comprenden dos polipéptidos mutantes FGF21 que tienen las mismas mutaciones
introducidas, a saber, R37C/P171G (2x) y R77C/P171G (2x), los cuales se unieron a
través de una molécula de de maleimida metoxi PEG de 20 kDa. \6
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La Figura 18 es un grafico que muestra el cambio de peso corporal en ratones en
funcion de la dosis desde el tiempo 0 después de una unica inyecciéon del vehiculo (Tris
HCI 10mM, NaCl 150mM, pH 8.5), o un polipéptido mutante FGF21 que fue doblemente
pegilado con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa en los sitios de unién al
polimero, a saber, E37C/R77C/P171G, y administrados en cinco dosis diferentes.

La Figura 19A-19F es una serie de seis graficos que muestran el cambio en el peso
corporal de ratones durante un estudio de la vacuola renal de ocho semanas con una dosis
semanal del vehiculo (cuadrados). 5 mg/kg (triangulos) y 25 mg/kg (circulos abiertos) de
moléculas de FGF21 pegilado. Los ratones dosificados con PEG-FGF21 marcado con
cisteina doble,‘ mostraron una pérdida de peso sostenida, mientras que aquellos
dosificados con moléculas ancladas mostraron pérdida de peso principalmente transitoria.

La Figura 20 comprende dos graficos de barras que representan los resultados de
un estudio de ocho semanas en la vacuola renal en ratones inyectados con el vehiculo o
con un polipéptido mutante FGF21 que fue doblemente pegilado con moléculas de
maleimida metoxi PEG de 20 kDa | en los sitios de union al polimero, a saber,
E37C/R77C/P171G; E37 / HI125C/P171G: E91C/HI125C/P171G; E37C/P171G;
R77C/P171G y R77C / P171G, probandose dos dosis diferentes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Una proteina FGF21 humana con propiedades mejoradas, tal como una vida media
incrementada, se puede preparar utilizando los métodos descritos en este documento y los
métodos de biologia molecular estandares. Se conoce que mediante la unién de uno o mas
polimeros solubles en agua, tales como moléculas de PEG, se puede prolongar la vida
media a una proteina. Asi, en varias realizaciones, la vida media del FGF21 nativo se
puede prolongar mediante la introduccion de sustituciones de aminodcidos en la proteina
para formar puntos en los cuales se puede unir un polimero a la proteina de FGF21. Estas
proteinas modificadas se refieren en este documento como mutantes FGF21 y forman las
realizaciones de la presente invencion. Los polimeros también se pueden introducir en el
extremo N-terminal de la molécula de FGF21 junto con la introduccién no natural de un
sitio de union al polimero.

Los métodos del acido nucleico recombinante que se utilizan en este documento,
asi como en los ejemplos, son en general los establecidos en Sambrook vy otros, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) o Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel y otros. eds., Green Publishers Inc. y Wiley
Sons, 1994), los cuales se incorporan en el presente documento mediante referencia para

cualquier propasito.
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1. Definiciones Generales

Tal como se usa en la presente, el término "un(o)" significa uno o mas, a menos
que se indique lo contrario.

El término "molécula de acido nucleico aislada” se refiere a una molécula de acido
nucleico de la invencion que (1) se ha separado de al menos el 50 por ciento de las
proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los cuales ésta se encuentra de
forma natural cuando el acido nucleico total se aisla de la célula de origen, (2) no esta
unida a todo o una parte de un polinucledtido al cual la "molécula de acido nucleico
aislada" estd unida en la naturaleza, (3) esta operativamente unida a un polinucleotido con
el cual no esta relacionada en la naturaleza, o (4) no se produce en la naturaleza como
parte de una secuencia de polinucledtidos mas grande. Preferiblemente, la molécula de
acido nucleico aislada de la presente invencion esta sustancialmente libre de cualquier
contaminacion de otras moléculas de acidos nucleicos u otros contaminantes que se
encuentran en su entorno natural que pudieran interferir con su uso en la produccion del
polipéptido o su uso terapéutico, diagnéstico, profilactico o de investigacion.

El término "polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido de la invencion que (1)
se ha separado de al menos el 50 por ciento de los polinucledtidos, lipidos, carbohidratos
u otros materiales con los cuales éste se encuentra de forma natural cuando se aisla de la
célula de origen, (2) no esta unido (ni mediante interaccidn covalente ni no covalente) a
todo o una parte de un polipéptido al cual el "polipéptido aislado" se une en la naturaleza,
(3) estd unido operativamente (mediante interaccion covalente o no covalente) a un
polipéptido con el cual no esta relacionado en la naturaleza, o (4) no se produce en la
naturaleza. Preferiblemente, el polipéptido aislado esta sustancialmente libre de cualquier
contaminacion de otros polipéptidos u otros contaminantes que se encuentran en su
entorno natural que pudiera interferir con su uso terapéutico, diagnostico, profilactico, o
de investigacion.

El término "vector” se usa para referirse a cualquier molécula (por ejemplo, acido
nucleico, plasmido o virus) utilizados para transferir informacién codificante a una célula
huésped.

El término "vector de expresion" se refiere a un vector que es apropiado para la
transformacion de una célula huésped y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen
y/o controlan la expresion secuencias de acidos nucleicos'heterélogos insertados. La
expresion incluye, pero no se limita a, procesos tales como transcripcion, traduccién y
empalme de ARN, si los intrones estan presentes.

El término "célula huésped" se usa para referirse a una célula que se ha
transformado, o es susceptible de ser transformada con una secuencia de &cido nucleico y

luego expresar un gen seleccionado de interés. El término incluye a la progenie de la
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célula parental, sea o no la progenie idéntica en morfologia o estructura genética al
parental original, siempre y cuando el gen seleccionado esté presente.

El término “de origen natural” cuando se usa con relacion a los materiales
biologicos tales como moléculas de acido nucleico, polipéptidos, células huésped, y
similares, se refiere a los materiales .que se encuentran en la naturaleza y no son
manipulados por el hombre. Igualmente, “de origen no natural” como se usa en la
presente, se refiere a un material que no se encuentra en la naturaleza o que ha sido
estructuralmete modificado o sintetizado por el hombre. Cuando se usa en relacion con
los nucledtidos, el término “de origen natural” se refiere a las bases adenina (A), citosina
(C), guanina (G), timina (T). y uracilo (U). Cuando se usa en relacion con los
aminoacidos. el término “de origen natural™ se refiere a los 20 aminoacidos alanina (A),
cisteina (C), acido aspartico (D), acido glutamico (E), fenilalanina (F), glicina (G),
histidina (H), isoleucina (1), lisina (K), leucina (L), metionina (M), asparagina (N), prolina
(P), glutamina (Q), arginina (R), serina (S), treonina (T), valina (V), triptofano (W), y
tirosina (Y).

El término "polipéptido FGF21" se refiere a cualquier polipéptido natural de tipo
salvaje expresado en humanos. Para los propdsitos de esta solicitud, el término
"polipéptido FGF21" se puede utilizar indistintamente para referirse al polipéptido FGF21
de longitud completa, el cual consiste de 209 residuos de aminoacidos (sec. con num. de
ident.: 2) y la cual es codificada por la secuencia de nucledtidos de sec. con num. de
ident.: 1, y la forma madura del polipéptido, que consiste de 181 residuos de aminoacidos
(sec. con num. de ident.: 4), la cual es codificada por la secuencia de nucledtidos de sec.
con nam. de ident.: 3, y en la que los 28 residuos de aminoacidos del extremo amino-
terminal del polipéptido FGF21 de longitud completa (es decir, los cuales constituyen el
péptido sefial) se han eliminado. Un polipéptido FGF21 se puede expresar con o sin un
residuo de metionina N-terminal. segiin se nota en este docuﬁlento, un residuo metionina
N-terminal se puede afadir mediante diseiio o como una funcion de un sistema de
expresion bacteriano.

El término "biologicamente acti\/o"; segun se aplica a un polipéptido FGF21,
incluyendo los polipéptidos mutantes FGF21 descritos en este documento, se refiere a una
actividad natural de un polipéptido FGF21 tipo salvaje, tal como la capacidad de reducir
la glucosa, la insulina. los triglicéridos o el colesterol en sangre, reducir el peso corporal y
mejorar la tolerancia a la glucosa, el gasto energético, o la sensibilidad a la insulina. Tal
como se aplica a un polipéptido mutante FGF21, el término no depende del tipo 0 numero
de modificaciones que se hayan introducido en el polipéptido mutante FGEF21. Por
ejemplo, algunos polipéptidos mutantes FGF21 poseen un nivel algo disminuido de la

actividad FGF21 relativa a la del pol'ipéptido FGF21 tipo salvaje, pero sin embargo se
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consideran biolégicamente activos los polipéptidos mutantes de FGF21. Las diferencias
en la actividad de un polipéptido mutante FGF21 particular se puede observar entre
ensayos in vivo e in vitro; cualquiera de esas diferencias se relaciona con el ensayo
particular utilizado. Esta observacion, sin embargo, no afecta al significado del término
"biologicamente activo”, y los polipéptidos mutantes FGF21 que muestran una actividad
natural de un polipéptido FGF21 tipo salvaje, tal como la capacidad para reducir la
glucosa, la insulina, los triglicéridos, o el colesterol, reducir el peso corporal y mejorar la
tolerancia a la glucosa, el gasto energético, o la sensibilidad a la insulina, en cualquier
ensayo in vivo o.in vitro son "biologicamente activos."

Los términos "cantidad efectiva" y "cantidad terapéuticamente efectiva” se utilizan
indistintamente y se refieren a la cantidad de un polipéptido mutante de FGF21 utilizada
para apoyar un nivel observable de una o mas actividades bioldgicas del polipéptido
FGF21 de tipo salvaje. tal como la capacidad de reducir la glucosa, la insulina, los
triglicéridos o los niveles de colesterol: reducir el peso corporal; o mejorar la tolerancia a
la glucosa, el gasto energético. o la sensibilidad a la insulina.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo fisiologicamente
aceptable" como se utiliza en este documento, se refiere a uno o mas materiales de
formulacion apropiados para lograr o mejorar la administracion de unvpolipéptid(.) mutante
FGF21. Ejemplos de tales materiales se pueden encontrar en Reminglon, supra,
incorporados en este documento como referencia.

El término "molécula anclada" se refiere a una construccidon que comprende dos o
méas moléculas de FGF21 unidas entre si mediante una molécula enlazadora. Una
molécula anclada comprende al menos dos polipéptido FGF21, al menos uno de los
cuales es un polipéptido mutante FGF21 como se describe en este documento, pero puede
comprender tres, cuatro o mas polipéptidos FGF21 o polipéptidos mutantes FGF21 unidos
mediante enlazadores. De esta manera, el término molécula anclada no se limita a una
molécula que comprende una combinacion de so6lo un o dos polipéptidos FGF21 o
polipéptidos mutantes FGF21.

El término "sitio de unién al polimero” se refiere a una region de la secuencia
primaria de aminoacidos de un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido FGF21) que es
quimicamente adaptable para la asociacion covalente con un polimero (por ejemplo,
moléculas de PEG de todos los pesos moleculares, manosa polimérica, glicanos, etc.). Un
sitio de union al polimero puede significar un aminoacido simple (por ejemplo, lisina
cisteina, arginina o un aminoacido apropiado no natural) o el término puede referirse a
dos o mas aminoacidos que son adyacentes el uno al otro, ya sea en secuencia o en

espacio. ' O\
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El término " modificado quimicamente," cuando se usa en relaciéon con un
polipéptido FGF21 de tipo salvaje o un polipéptido mutante FGF21 como se describe en
este documento, se refiere a un polipéptido FGF21 que ha sido modificado a partir de su
estado natural mediante la uniéon covalente de una o mas moléculas heterologas. Los
ejemplos de moléculas heterologas incluyen polietilenglicol (PEG), monometoxi
polietilenglicol,  dextrano, celulosa, poli-(N-vinil  pirrolidona)  polietilenglicol,
homopolimeros de prop'ilenglicol, oxido de propileno/etileno, 6xido de co-polimeros,
polioles polioxietilados, hidroxietilo de almidon (HES), y del alcohol de polivinilo. Los

ejemplos de polipéptidos FGF21 modificados quimicamente incluyen los polipéptidos

pegilados de tipo salvaje FGF21 y los polipéptidos pegilados FGF21 mutantes.

2. Polipéptidos mutantes FGF21

En varios aspectos, la presente invenciéon describe una serie de métodos para la
PEGilacion sitio-dirigida de los polipéptidos FGF21 y FGF21 mutantes, los cuales pueden
mejorar las propiedades farmacocinéticas de la molécula de FGF21 y reducir al minimo el
impacto sobre la actividad in vitro. El perfil farmacocinético mejorado de estas moléculas
de FGF21pegiladas tiene un impacto en la eficacia in vivo de la molécula mediante el
mcremento de la exposiciéon al agente terapéutico. Ademas, las estrategias descritas en
este documento son compatibles con la creacion de sitios de PEGilacién multiples, los
cuales pueden mejorar adicionalmente las propiedades farmacocinéticas de la molécula, y
reducir su potencial de formacion de vacuolas. Dos estrategias principales se emplearon
para ello, segun lo descrito en este documento.

En un aspecto. la presente invencion se refiere a secuencias de FGF21 en las
cuales se han introducido una o mas modificaciones. Por lo tanto, los términos
"polipéptido mutante FGF21" y "FGF2lmutante", los cuales se pueden usar
indistintamente, se- refieren a un polipéptido FGF21 en el cual una secuencia de
aminoacidos FGF21 de tipo salvaje ((por ejemplo, las sec. con nim. de ident. 2 ¢ 4) se ha
modificado. Dichas modificaciones incluyen, pero no se limitan a, una o mas
sustituciones de aminoacidos, incluyendo sustituciones con analogos de aminoacidos de
origen no natural, inserciones y truncamientos. Por lo tanto, los mutantes del polipéptido
FGF21 incluyen, pero no se limitan a, mutantes sitio dirigidos de FGF21, tales como
aquellos que introducen un sitio no natural de union del polimero, o los cuales le
confieren un grado de resistencia a la proteolisis, como se describe en este documento. A
los efectos de la identificacion de las sustituciones de aminodcidos especificas de los
mutantes FGF21 de la invencidn, la numeracion de los residuos de aminoacidos truncados
o mutados corresponde a la de los 181 residuos del polipéptido FGF21 maduro (a saber,

el N-terminal de la secuencia comienza con HPIPD, y estos residuos son designados
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como los residuos 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente). Un residuo de metionina en el N-
terminal puede, pero no necesita estar presente; este residuo de metionina en el N-
terminal no esta incluido en el esquema de numeracion de la proteina.

Segun se ha indicado, los mutantes FGF21, incluyendo las formas truncadas de
FGF21 que comprenden una o mas sustituciones o inserciones las cuales comprenden
aminoacidos no naturales, constituyen una modalidad de la presente invencidn. Estas
inserciones o sustituciones pueden impartir varias propiedades, incluyendo la accion
como sitios para la union al polimero. En tales casos, los aminoacidos no naturales se
pueden incorporar en una secuencia de FGF21, ademas de las distintas mutaciones
descritas en este documento. Por consiguiente, un mutante FGF21 puede comprender una
o mas de las mutaciones descritas en este documento y ademas puede comprender uno o
mas aminoacidos no naturales. Una lista no-limitativa de ejemplos de aminoacidos no
naturales que se pueden insertar en una secuencia de FGF21 o se pueden sustituir por un
residuo de tipo salvaje en una secuencia de FGF21 incluyen B-aminoacidos, homo-
aminoacidos, aminoacidos ciclicos y aminoacidos con cadenas laterales derivatizadas. Los
ejemplos incluyen (en forma de L o en forma de D; abreviadas como en los paréntesis):
para-acetil-fenilalanina, para-azido-fenilalanina, para-bromo-fenilalanina, para-iodo-
fenilalanina, para-etinil-fenilalanina, citrulina (Cit), homocitrulina (hCit), Na-
metilcitrulina (NMeCit), No-metilhomocitrulina (Noa-MeHoCit), ornitina (Orn), Na-
Metilornitina (No-MeOrn o NMeOrn), sarcosina (Sar), homolisina (hLys o hK),
homoarginina (hArg o hR), homoglutamina (hQ), No-metilarginina (NMeR), Noa-
metilleucina (Na-Mel, o NMeL), N-metilhomolisina (NMeHoK), Na-metilglutamina
(NMeQ). norleucina (Nle), norvalina (Nva), 1,2.3,4-tetrahidroisoquinolina (Tic), &cido
octahidroindol-2-carboxilico (Oic), 3-(1-naftil)alanina (1-Nal), 3-(2-naftil)alanina (2-Nal),
1,2,3.4-tetrahidroisoquinolina (Tic), 2-indanilglicina (Igl), para-iodofenilalanina (pI-Phe),
para-aminofenilalanina  (4AmP o 4-Amino-Phe), 4-guanidino fenilalanina (Guf),
glicillisina (abreviada “K(Ne-glicil)” o “K(glicil)” o “K(gli)”), nitrofenilalanina
(nitrophe), aminofenilalanina (aminophe o Amino-Phe), bencilfenilalanina (bencilphe),
acido y-carboxiglutamico (y-carboxiglu), hidroxiprolina (hidroxipro), p-carboxil-
fenilalanina (Cpa), acido a-aminoadipico (Aad), Na-metil valina (NMeVal), N-a-metil
leucina  (NMeLeu), No-metilnorleucina  (NMeNle), ciclopentilglicina  (Cpg).
ciclohexilglicina (Chg). acetilarginina (acetilarg), acido o, B-diaminopropionoico (Dpr),
acido o, y-diaminobutirico (Dab),'écido diaminopropiénico (Dap), ciclohexilalanina
(Cha), 4-metil-fenilalanina (MePhe), [, B-difenil-alanina (BiPhA), acido aminobutirico
(Abu), 4-fenil-fenilalanina (o bifenilalanina; 4Bip), acido a-amino-isobutirico (Aib), beta-
alanina, acido beta-aminopropionico, acido piperidinico, 4cido aminocaprioico, acido

aminoheptanoico, acido aminopimélico, desmosina, acido diaminopimélico, N-etilglicina,
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N-etilaspargina, hidroxilisina, alo--hidroxilisina, isodesmosina, alo--isoleucina, N-
metilglicina, ~ N-metilisoleucina, ~ N-metilvalina,  4-hidroxiprolina  (Hyp), 7-
carboxiglutamato, €-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina,
N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, w-metilarginina, acido 4-amino-O-
ftalico (4APA), y otros aminoacidos similares, y formas derivadas de cualquiera de
aquellos enumerados especificamente.

En otras realizaciones de la presente invencion, un polipéptido mutante de FGF21
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 por ciento idéntica a una
secuencia de aminoacidos de FGF21 de tipo salvaje (por ejemplo, sec. con num. de ident.:
2 6 4), pero en el cual los residuos especificos que introducen sitios de unién al polimero
de origen no naturales en el polipéptido mutante FGF21 no se han modificado
adicionalmente. En otras palabras, con la excepcion de los residuos en la secuencia
mutante de FGF21 que se han modificado con el objetivo de introducir un sitio de unién
al polimero no natural o una mutacion para aumentar la resistencia a la protedlisis, el 15
por ciento de todos los otros residuos de aminoacidos en la secuencia mutante de FGF21
puede modificarse. Por ejemplo. en el polipéptido G170C mutante de FGF21, puede
modificarse hasta el 15 por ciento de todos los residuos de aminodcidos que no sean el
residuo de glicina en la posicion 170. Aun en otras realizaciones, un polipéptido mutante
FGF21 comprende una secuencia de aminodcidos que es al menos aproximadamente 90
por ciento, o aproximadamente 95, 96 97, 98 ¢ 99 por ciento idéntica a una secuencia de
aminoacidos de FGF21 de tipo salvaje (por ejemplo, secs. con num. de ident.: 2, 4, 6 u 8),
pero en el cual los residuos especiﬁcoé que se han modificado para introducir un sitio de
unién al polimero no natural o para mejorar la resistencia a la proteolisis no se han
modificado adicionalmente. Tales polipéptidos mutantes FGF21 poseen al menos una
actividad del polipéptido FGF21 de tipo salvaje.

Los polipéptidos mutantes FGF21 se pueden generar por la introducciéon de
sustituciones de aminoacidos. ya sean conservadoras o no conservadoras en la naturaleza,
y usando aminoécidos naturales o no naturales, en posiciones particulares del polipéptido
FGF21. Estas sustituciones se pueden hacer, ademas de las sustituciones diseiiadas u
observadas para impartir una propiedad deseable al polipéptido FGF21. A modo de
ejemplo. un polipéptido mutante FGF21 puede comprender una sustitucion disefiada para
lograr una propiedad deseable. tal como la introduccion de un sitio de unién al polimero
no natural o la mejora de la resistencia a la proteolisis, y ademas puede comprender una o
mas sustituciones conservadoras o no conservadoras, las cuales pueden, pero no
necesitan, mantener la actividad biologica del polipéptido FGF21 de tipo salvaje.

Las mutaciones de FGF21 pueden ser conservadoraso no conservadoras. Una

"sustitucion de aminoacidos conservadora" puede involucrar una sustitucion de un ,\/
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residuo de aminoacido nativo (por ejemplo, un residuo que se encuentra en una posicion
determinada en la secuencia del polipéptido FGF21 de tipo salvaje) con un residuo no
nativo (es decir. un residuo que no se encuentra en una posicion determinada de la
secuencia del polipéptido FGF21 de tipo salvaje), de manera que hay poco o ningin
efecto sobre la polaridad o carga de los residuos de aminoacidos en esa posicion. Las
sustituciones conservadoras de aminoacidos también comprenden residuos de
aminoacidos no naturales los cuales se incorporan tipicamente mediante sintesis quimica
de péptidos en vez de mediante la sintesis de los sistemas biologicos. Estas incluyen
peptidomiméticos, y otras formas invertidas o revertidas de las porciones de aminoacidos.

Los residuos de origen natural se pueden dividir en clases basado en las
propiedades de la cadena lateral comun

) hidrofdbicos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

2) hidrofilicos neutrales: Cys, Ser, Thr;

(3) acidos: Asp, Glu;

4) basicos: Asn, Gln, His, Lys. Arg;

(5) residuos que tienen influencia en la orientacion de la cadena: gli, Pro; y

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones conservadoras pueden involucrar el intercambio de un miembro
de una de estas clases por otro miembro de la misma clase. Las sustituciones no
conservadoras pueden involucrar el intercambio de un miembro de una de estas clases por
un miembro de otra clase.

Las sustituciones de aminodcidos deseadas (sean conservadoras o no
conservadoras) se pueden determinar por aquellos expertos en la materia en el momento
en que se deseen tales sustituciones. Una lista ejemplar (pero no limitante) de

sustituciones de aminoacidos se exponen en la Tabla 1.
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Tabla 1

Sustituciones de aminoacidos
Residuo original | Sustituciones ejemplares

Ala Val, Leu, lle

Arg Lys, Gln, Asn

Asn Gin

Asp Glu

Cys Ser, Ala

Gln Asn

Glu | Asp

Gli Pro, Ala

His Asn, Gln, Lys, Arg

[le Leu, Val, Met, Ala, Phe

Leu e, Val, Met, Ala, Phe

Lys Arg, Gln, Asn

Met Leu, Phe, Ile

Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr

Pro Ala

Ser Thr, Ala, Cys

Thr Ser

Trp | Tyr, Phe

Tyr Trp, Phe, Thr, Ser

Val [le, Met, Leu, Phe, Ala

2.A. Polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden una mutacion resistente a

la protedlisis

Se ha determinado que la forma madura de FGF21 (es decir, la forma de 181
residuos) sufre la degradacion in vivo, lo que se determino ultimamente que surge del
ataque proteolitico. Se encontro que la degradacion in vivo del FGF21 maduro conduce a
una vida media efectiva mas corta, lo cual puede‘afectar negativamente el potencial
terapéutico de la molécula. Correspondientemente, se realizé un estudio dirigido para
identificar mutantes FGF21 que presentaran una resistencia a la protedlisis. Como
resultado de esta investigacion, los sitios en el polipéptido FGF21 maduro que se habian
determinado como particularmente susceptibles a la protedlisis, incluyeron el enlace
peptidico entre los residuos de aminoacidos en las posiciones 4-5, 20-21, 151-152 y 171-
172.

Una lista no limitativa de sustituciones ejemplares que eliminan el efecto
proteolitico observado en el FGF21 maduro sin afectar la actividad bioldgica de la
proteina a un grado inaceptable, que se pueden emplear en la presente invencion, se
presenta en la Tabla 2. La Tabla 2 es demostrativa solamente, y otras sustituciones
resistentes a la protedlisis se pueden identificar y emplear en la presente invencion. Estas
sustituciones resistentes a la protedlisis se pueden hacer, ademés de las sustituciones que

introducen uno o mas sitios de union a los polimeros no naturales, lo que genera un
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polipéptido mutante FGF21 que exhibe las caracteristicas deseables impartidas por cada

tipo de mutacion.

Tabla 2
Sustituciones representativas que proporcionan resistencia a la proteolisis
Posicion del aminoacido | Residuo nativo | Mutaciones
19 Arg Gln, lle, Lys
20 Tyr His, Leu, Phe
21 Leu Ile, Phe, Tyr, Val
22 Tyr Ile, Phe, Val
150 Pro Ala, Arg
151 Gl Ala, Val
152 Ile His, Leu, Phe, Val
170 Glhi Ala, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Pro, Ser
171 Pro Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, gli,
His, Lys, Ser, Thr, Trp, Tyr
172 Ser Leu, Thr
173 Glin , Arg, Glu

Preferiblemente, pero no necesariamente, los polipéptidos mutantes FGF21 que
comprenden una mutacion resistente a la proteolisis, tienen esencialmente la misma o una
actividad bioldgica superior a la del FGF21 de tipo salvaje. Por lo tanto, otra modalidad
de la presente invencion se dirige a los polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden
uno o mas sitios de unién a los polimeros no naturales y son resistentes a la proteolisis, y
aun asi mantienen la misma o una actividad bioldgica superior a la del FGF21 de tipo
salvaje. Aunque menos deseable, en algunos casos, los mutantes FGF21 que comprenden
uno o mas sitios de unioén a los polimeros no naturales y son resistentes a la proteolisis
pero que exhiben cierta disminucidn en la actividad biologica, forman otra modalidad de
la invencion. En aigunos casos puede ser deseable mantener un cierto grado de protedlisis,
y, en consecuencia, los mutantes FGF21 que comprenden uno o mas sitios de union a los
polimeros no naturales y que son resistentes a la protedlisis y aun asi permiten que se
produzca un cierto grado de protedlisis, también constituyen otra modalidad de la presente
invencion.

Al 1gual que con todos los polipéptidos mutantes FGF21 de la invencion, los
polipéptidos mutantes FGF21 resistentes a la proteolisis que comprenden uno o mas sitios
de union a los polimeros no naturales, se pueden preparar como se describe en el presente
documento. Aquellos con habilidades ordinarias en la materia, por ejemplo, aquellos
familiarizados con las técnicas estandares de biologia molecular, pueden emplear ese
conocimiento, conjuntamente con la presente descripcion, para preparar y usar los
mutantes FGF21 resistentes a la protedlisis que comprenden uno o mds sitios de unién al
polimero que no son de origen natural de la presente invencidén. Se pueden usar técnicas

estandares para ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo de tejidos, y
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transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccidn). Ver, por ejemplo, Sambrook
v otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, €l cual se incorpora en la presente
como referencia para cualquier propdsito. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacion se pueden realizar de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes, como
se logra habitualmente en la materia, o como se describe en la presente. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y las
técnicas y procedimientos de laboratorio de, la quimica analitica, la quimica organica
sintética, v la quimica médica v farmacéutica descritas en la presente son aquellas bien
conocidas y habitualmente usadas en la materia. Se pueden usar técnicas estandares para
las sintesis quimicas; andlisis quimicos; preparacion, formulacion y administracion de
productos farmacéuticos; y tratamiento de pacientes.

Los mutantes FGF21 resistentes a la protedlisis, que comprenden uno o mas sitios
de union al polimero no-natural, los cuales son resistentes a la proteolisis, se pueden
modificar quimicamente usando la metodologia conocida en la técnica y descrita en este
documento. La modificacién quimica (por ejemplo, la PEGilacion) de un polipéptido
mutante FGF21 resistente a la protedlisis, que comprende uno o mas sitios de union al
polimero no-natural, puede generar moléculas que presentan tanto resistencia a la

proteolisis como propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas deseables.

2.B. Polipéptidos mutantes de FGF21 gue comprenden un sitio no-natural de

unién al polimero

En varios aspectos de la presente invencion, se divulgan los polipéptidos mutantes
FGF21. En otro aspecto, los polipéptidos mutantes FGF21 de la presente invencién
incluyen polipéptidos FGF21 en los cuales se han introducido (sitio)s de union al
polimero no naturales (por ejemplo. PEGilacion). En otro aspecto de la presente
invencion, se divulgan formas truncadas de los polipéptidos mutantes FGF21, en los
cuales se han introducido (sitio)s de unién al polimero no naturales (por ejemplo, PEG).
Los polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden un sitio de union al polimero no
natural y una o mas sustituciones conservadoras o no conservadoras, los cuales pueden
pero no necesitan mantener la actividad biolégica del FGF21 de tipo salvaje, forman otro
aspecto de la invencion. Los diversos mutantes del polipéptido FGFZ] de la invencidn se
pueden preparar como se describe a continuacion y en las referencias proporcionadas en
este documento.

En una modalidad, los mutantes del polipéptido FGF21 de la presente invencion se
modifican mediante la introduccion de un sitio de union al polimero no-natural. De hecho,
en uno de los aspectos, éste es uno de los objetivo de los mutantes FGF21 de la invencion,

es decir, la introduccion de uno o mas sitios de union no natural de los polimeros, de o
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manera tal que los polimeros que prolongan su vida media se pueden unir al polipéptido
mutante FGF21 en las localizaciones deseadas. El polimero seleccionado es tipicamente,
aunque no necesariamente, soluble en agua, de manera que la proteina a la cual se une no
precipita en un medio acuoso, tal como un entorno fisioldgico. Incluidos dentro del
alcance de los polimeros apropiados estd una mezcla de polimeros. Preferiblemente, para
el uso terapéutico de la preparacion del producto final, el polimero sera
farmacéuticamente aceptable, tal como el PEG con un peso molecular apropiado. Los
polimeros no solubles en agua, tales como copolimeros en bloque PEG de acidos grasos
también pueden conjugarse con los mutantes del polipéptido FGF21 de la invencion y
constituyen un aspecto de la invencion.

La actividad de los polipéptidos mutantes FGF21 de la presente invencion se
puede analizar mediante una variedad de vias, por ejemplo, usando un ensayo in vitro de
ELK-luciferasa como se describe en el Ejemplo 10 de esta solicitud.

La actividad de los polipéptidos mutantes FGF21 de la invencion también se
puede evaluar en un ensayo 7 vivo, tal como con ratones ob/ob, como se muestra en el
Ejemplo 12. Generalmente, para evaluar la actividad in vivo de uno o mas de estos
polipéptidos, el polipéptido se puede administrar a un animal de prueba por via
intraperitoneal. Después de uno o mas periodos de tiempo deseados, se puede extraer una
muestra de sangre y se pueden medir los niveles de glucosa en sangre.

Al igual que con todos los polipéptidos mutantes FGF21 de la invencion, estos
polipéptidos opcionalmente pueden incluir un residuo de metionina amino-terminal, que
puede introducirse mediante mutacién dirigida, o como resultado de un proceso de
expresion bacteriana.

Los polipéptidos mutantes FGF21 de la presente invencion se pueden preparar
como se describe en el Ejemplo 7. Aquellos con habilidades ordinarias en la materia,
familiarizados con las técnicas de biologia molecular estandares, pueden emplear ese
conocimiento, conjuntamente con la presente descripciéon, para preparar y usar los
polipéptidos mutantes FGF21 de la presente invencion. Se pueden usar técnicas
estandares para ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo de tejidos, y
transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Ver, por ejemplo, Sambrook
v otros. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, el cual se incorpora en la presente
como referencia para cualquier proposito. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacion se pueden realizar de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes, como
se logra habitualmente en la materia, o como se describe en la presente. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y las
técnicas y procedimientos de laboratorio de, la quimica analitica, la quimica organica

sintética, y la quimica médica y farmacéutica descritas en la presente son aquellas bien
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conocidas y habitualmente usadas en la materia. Se pueden usar técnicas estandares para
las sintesis quimicas; analisis quimicos; preparacion, formulacion y administracion de
productos farmacéuticos; y tratamiento de pacientes.

Luego de la preparacion de un polipéptido mutante FGF21, el polipéptido puede
modificarse quimicamente mediante la unién de un polimero, como se describe en este

documento en el Ejemplo 9.

3. Polipéptidos mutantes FGF21 truncados que comprenden un sitio de union al

polimero de origen no natural

Una modalidad de la presente invencidn esta dirigida a las.formas truncadas de un
mutante del polipéptido FGF21, que comprende uno o mas sitios de unién al polimero de
origen no natural. Tales polipéptidos mutantes truncados pueden, aunque no es
necesario, modificarse quimicamente.

Tal como se usa en este documento, el término "polipéptido mutante FGF21
truncado"” se refiere a un polipéptido mutante FGF21 o un polipéptido mutante FGF21
modificado quimicamente en el cual uno o mas residuos de aminoacidos se han eliminado
del extremo amino-terminal (o N-terminal) del polipéptido FGF21, uno o maés residuos de
aminoacidos se han eliminado del extremo carboxilo-terminél (o C-terminal) del
polipéptido mutante FGF21 o del polipéptido FGF21 modificado quimicamen‘te, 0 uno o
mas residuos de aminoécidos se han eliminado tanto de los extremos N-terminal y C-
terminal del polipéptido mutante FGF21 o de los polipéptidos FGF21 modificados
quimicamente.

La actividad de las moléculas mutantes FGI'21 truncadas en el N-terminal, los
mutantes FGF21 truncados en el C-terminal y de los mutantes FGF21 truncados tanto en
el N-terminal como en el C-terminal de la molécula, asi como las formas modificadas
quimicamente de estos mutantes, se puede evaluar mediante un variedad de vias, por
ejemplo, usando un ensayo in vifro de ELK-luciferasa como se describe en este
documento en el Ejemplo 10.

La actividad de los mutantes truncados de los polipéptidos FGF21 .y de los
mutantes truncados de los polipéptidos FGF21 modificados quimicamente de la presente
invencion, también se puede evaluar en un ensayo in vivo, tal como en ratones ob/ob,
como se muestra en el Ejemplo 12. Generalmente, para evaluar la actividad in vivo de uno
o mas de estos polipéptidos, el polipéptido se puede administrar a un animal de prueba
por via intraperitoneal. Después de uno o mas periodos de tiempo deseados, se puede
extraer una muestra de sangre y se puéden medir los niveles de glucosa en sangre.

Al i1gual que con todos los mutantes FGF21 de la presente invencion, los

polipéptidos mutantes truncados de FGF21 y los mutantes truncados modificado
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quimicamente, pueden comprender opcionalmente un residuo de metionina amino-
terminal, que puede introducirse mediante mutacion dirigida o como resultado de un
proceso de expresion bacteriana.

Los polipéptidos mutantes FGF21 truncados de la presente invencion se pueden
preparar como se describe en el Ejemplos 7. Aquellos con habilidades ordinarias en la
materia, familiarizados con las técnicas de biologia molecular estandares, pueden emplear
ese conocimiento, conjuntamente con la presente descripcidn, para preparar y usar 1os
polipéptidos mutantes FGF21 truncados de la presente invencion. Se pueden usar
técnicas estandares para ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo de
tejidos, y transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccién). Ver, por ejemplo,
Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, el cual se incorpora en la
presente como referencia para cualquier proposito. Las reacciones enzimaticas y las
técnicas de purificacion se pueden realizar de acuerdo a las especificaciones de los
fabricantes, como se logra habitualmente en la materia, o como se describe en la presente.
A menos que se proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas usadas en
relacion con, y las técnicas y procedimientos de laboratorio de la quimica analitica, la
quimica otrgénica sintética, y la quimica médica y farmacéutica descritas en la presente
son aquellas bien conocidas y habitualmente usadas en la materia. Se pueden usar técnicas
estandares para las- sintesis quimicas; analisis quimicos; preparaciéon, formulacion y
administracidn de productos farmacéuticos; y tratamiento de pacientes.

Luego de la preparacion de un polipéptido mutante FGF21, el polipéptido puede
modificarse quimicamente mediante la union de un polimero, como se describe en el

Ejemplo 9.

4. Polipéptidos mutantes FGF21 del C-terminal y encapuchados.

En otra modalidad, la presente invencion esta dirigida a polipéptidos mutantes
FGF21 que comprenden uno o mas sitios de unidn a los polimeros no naturales que se han
encapuchado mediante la adicion de otro u otros residuos al C-terminal del polipéptido,
extendiendo la secuencia de aminoacidos mas alla de la secuencia de la proteina de tipo
salvaje. En aun otra modalidad, laj presente invencidén esta dirigida a polipéptidos
mutantes FGF21 que comprenden uno o mas sitios de unién a los polimeros no naturales
y que ademas comprende una o mas mutaciones del C-terminal. Estos polipéptidos
mutantes FGF21 encapuchados y mutados en el C-terminal pueden, aunque no es
necesario, modificarse quimicamente.

"

Como se usa en este documento, el término " polipéptido mutante FGF21
encapuchado” se refiere a un polipéptido mutante FGF21 o polipéptido mutante FGF21

modificado quimicamente en los cuales uno o mas residuos de aminoacidos se han O\

[



10

15

20

25

30

21

afiadido al C terminal del polipéptido mutante FGF21 o polipéptido mutante FGF21
modificado quimicamente. Cualquier aminoacido de origen natural o no natural puede
usarse para proteger un polipéptido mutante FGF21, incluyendo uno o mas residuos de
prolina y uno o mas residuos de glicina. Aunque la secuencia de FGF21 tipo salvaje es
solamente de 181 residuos de longitud, un polipéptido mutante FGF21 encapuchado
extiende la longitud del polipéptido un residuo por cada residuo de la caperuza afiadido,
en consistencia con el esquema de numeracion de la presente descripcidn, los residuos de
la caperuza se numeran empezando por 182. Por lo tanto, un tnico residuo de prolina de
la caperuza se indica como P182. Son posibles caperuzas mas grandes y se numeran
correspondientemente (por ejemplo, X182, Y183, Z184, donde X, Y y Z son cualquier
aminoacido de origen natural o no natural). Los residuos de encapuchado se pueden
anadir a un polipéptido mutante FGF21 usando cualquier método conveniente, tal como
por via quimica, en el cual un aminoacido se une covalentemente al C-terminal del
polipéptido mediante una reaccion quimica. Alternativamente, un codon que codifica un
residuo de la caperuza se puede anadir a la secuencia codificante del polipéptido mutante
FGF21 usando técnicas estandares de biologia molecular. Cualquiera de los polipéptidos
mutantes FGF21 descritos en este documento, pueden ser encapuchados con uno o mas
residuos, segun lo deseado.

Las mutaciones del C-terminal forman otro aspecto de la invenciéon. Como se usa
en este documento, el término "mutacién del C-terminal” se refiere a uno o mas cambios
en la region de los residuos 91-181 (o mayor si el polipéptido es encapuchado) de un
polipéptido mutante FGF21. Una mutacion del C-terminal introducida en la secuencia del
polipéptido mutante FGF21 sera adicional a una o mas mutaciones que introducen un sitio
de union al polimero de origen no natural. Aunque las mutaciones del C-terminal se
pueden introducir en cualquier punto de la region de 91-181 de la secuencia del
polipéptido mutante FGF21, las posiciones ejemplares para las mutaciones del C-terminal
incluyen las posiciones 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180 y 181. Las
mutaciones del C-terminal se pueden introducir usando las técnicas estandares de biologia
molecular, tales como las descritas en este documento. Cualquiera de los polipéptidos
mutantes FGF21 descritos en este documento puede comprender una mutacion del C-
terminal.

Los ejemplos de posiciones e identidades para las mutaciones del C-terminal y/o

encapuchados se muestran en la Tabla 3:
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TABLA 3
Ejemplos de posiciones de encapuchados y/o mutaciones en el C-terminal

E37C, R77C, P171G, P182
P171G, S181P, P182
P171G, S181P
P171G, SI81T
P171G, S181G
P171G, S181A
P171G, SIS1L
P171G, A180P
P171G, A180G
P171G, A180S
P171G, Y179P
PI71G, Y179G
P171G, Y1793
P171G, Y179A
PI71G, L182 .

P171G, G182
P171G, P182
P171G, G182, G183
P171G, G182. G183, G184, G185, G186

La actividad de los polipéptidos mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el
C-terminal, asi como las formas modificadas quimicamente de estos mutantes, se puede
analizar mediante una variedad de vias. por ejemplo, usa_ndd un ensayo in vitro de ELK-
luciferasa como se describe en este documento en el Ejemplo 10.

La actividad de los polipéptidos mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el
C-terminal, y de los polipéptidos mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el C-
terminal y modificados quimicamente de la presente invencion, ’también se puede evaluar
en un ensayo in vivo, tal como en ratones ob/ob, como se muestra en el Ejemplo 12.
Generalmente, para evaluar la actividad in vivo de uno o mas de estos polipéptidos, el
polipéptido se puede administrar a un animal de prueba por via intraperitoneal. Después
de uno o mas periodos de tiempo deseados, se puede extraer una muestra de sangre y se
pueden medir los niveles de glucosa en sangre.

Al igual que con todos los mutantes FGF21 de la invendén, los polipéptidos
mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el C-terminal, y los polipéptidos mutantes
FGF21 encapuchados y/o mutados en el C-terminal y modificados quimicamente,
opcionalmente pueden comprender un residuo de metionina amino-terminal, el cual se
puede introducir por mutacion dirigida o como resultado de un proceso de expresion
bacteriana.

Los polipéptidos mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el C-terminal de
fa presente invencion se pueden preparar como se describe en el Ejemplo 7. Aquellos con

habilidades ordinarias en la materia. familiarizados con las técnicas de.biologia molecular

{7
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estandares, pueden emplear ese conocimiento, conjuntamente con la presente descripcion,
para preparar y usar los polipéptidos mutantes FGF21 encapuchados y/o mutados en el C-
terminal de la presente invencién. Se pueden usar técnicas. estandares para ADN
recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo de tejidos, y transformacion (por
ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Ver, por ejemplo, Sambrook y otros, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, el cual se incorpora en la presente como referencia para
cualquier propdsito. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se pueden
realizar de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes, como se logra habitualmente
en la materia, 0o como se describe en la presente. ‘A menos que se proporcionen
definiciones especificas, las nomenclaturas usadas en relaciéon con, y las técnicas y
procedimientos de laboratorio de, la quimica analitica, la quimica orgénica sintética, y la
quimica médica y farmacéutica descritas en la presente son aquellas bien conocidas y
habitualmente usadas en la materia. Se pueden usar técnicas estandares para las sintesis
quimicas; analisis quimicos; preparacion, formulacién y administracién de productos
farmacéuticos; y tratamiento de pacientes. |

Luego de la preparacion de un polipéptido mutante FGF21 encapuchado y/o
mutado en el C-terminal, el polipéptido puede ser modificado quimicamente mediante la

union de un polimero, como se describe en el Ejemplo 9.

5. Polipéptidos mutantes FGF21 gue contienen residuos de cisteina de origen no

natural

En otro aspecto de la presente invencion, los polipéptidos mutantes FGF21 se
pueden preparar de manera que ambos residuos de cisteina en la secuencia del polipéptido
FGF21 de tipo salvaje se sustituyen por residuos que no forman enlaces disulfuro, tales
como la alanina o serina, y no sirven como sitios de unién al polimero. Posteriormente, se
pueden hacer sustituciones en la secuencia del polipéptido mutante FGF21 que introducen
sitios de union al polimero de origen no natural, en forma de residuos que contienen tiol
(por ejemplo, residuos de cisteina o aminoacidos de origen no natural que tienen grupos
tiol) o grupos amino libres (por ejemplo, residuos de lisina o arginina o aminoacidos que
tienen grupos amino libres de origen no natural). Los polimeros que se basan en grupos
aminos libre o tioles para la union, tales como el PEG, pueden entonces dirigirse a los
residuos de cisteina, lisina o arginina que se han introducido en la secuencia del
polipéptido mutante FGF21 en las posiciones conocidas. Esta estrategia puede facilitar la
colocacion mas eficiente y controlada del polimero.

En un enfoque, los dos residuos de cisteina de origen natural en el polipéptido
FGF21 de tipo salvaje, los cuales se encuentran localizados en las posiciones 75 y 93, se

pueden sustituir con residuos que no contienen tioles. Posteriormente, un residuo de

/Sﬂlf
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cisteina se puede introducir en una ubicacion conocida. El polipéptido mutante FGF21
puede comprender también otras mutaciones, las cuales pueden introducir aun mas sitios
de union al polimero (por ejemplo, residuos de cisteina) o pueden ser disefiadas para
lograr alguna otra propiedad deseada. Ejemplos de tales polipéptidos mutantes FGF21
incluyen C75A/E91C/CO3A/H125C/P171G y C75S/E91C/C93S/H125C/P171G. En estos
ejemplos, las cisteinas dé origen natural en las posiciones 75 y 93 se mutaron a residuos
de alanina o serina, los sitios de unién al polimero se introdujeron en las posiciones 91 y
125 (en este caso para un polimero reactivo con tiol, tal como el PEG) y se hizo una
mutacion adicional en la posicion 171, a saber, la sustitucidon de la prolina 171 con un
residuo de glicina.

Al igual que todos los polipéptidos mutantes FGF21 divulgados en este
documento, la actividad de los polipéptidos mutantes FGF21 los cuales no contienen
ninguna de las cisteinas que se encuentran en la secuencia del polipéptido de tipo salvaje
FGF21, sino que en su lugar comprenden un sitio de unién al polimero introducido vy,
opcionalmente, una o mas mutaciones adicionales, asi como formas modificados
quimicamente de estos mutantes, se puede evaluar mediante un variedad de vias, por
ejemplo, usando un ensayo in vitro de ELK-luciferasa como se describe en este
documento en el Ejemplo 10. La actividad in vivo de estos polipéptidos se puede evaluar
en un ensayo in vivo, tal como con ratones ob/ob, como se muestra en el Ejemplo 12 y
como se describe en el presente documento.

Al igual que con todos los mutantes FGF21 de la invencion, la actividad de los
polipéptidos mutantes FGF21 los cuales no contienen ninguna de las cisteinas que se
encuentran en la secuencia del polipéptido de tipo salvaje FGF21, sino que constituyen un
sitio de union al polimero introducido y, opcionalmente, uno o mas mutaciones
adicionales y formas modificadas quimicamente de estos polipéptidos mutantes. FGF21,
opcionalmente pueden comprender un residuo de metionina amino-terminal, el cual
puede introducirse mediante mutacion dirigida o como resultado de un proceso de
expresion bacteriana.

Los polipéptidos mutantes FGF21 que no contie.nen.ninguna de las cisteina
encontradas en la secuencia del polipéptido FGF21 salvaje pero en su lugar comprende un
sitio de union al polimero introducido y opcionalmente una o mas mutaciones adicionales,
se pueden preparar como es descrito en la presente, por ejemplo en el Ejemplo 7.
Aquellos con habilidades ordinarias en la materia, familiarizados con las técnicas de
biologia molecular esténd.ares, pueden emplear ese conocimiento, conjuntamente con la
presente descripcion, para preparar y usar esos polipéptidos mutantes FGF21. Se pueden
usar técnicas estandares para ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo de

tejidos, y transformacién (por ejemplo. electroporacion, lipofeccion). Ver, por ejemplo,

)
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Sambrook y ofros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, el cual se incorpora en la
presente como referencia para cualquier propdsito. Las reacciones enzimadticas y las
técnicas de purificacion se pueden realizar de acuerdo a las especificaciones de los
fabricantes, como se logra habitualmente en la materia, o como se describe en la presente.
A menos que se proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas usadas en
relacion con, y las técnicas y procedimientos de laboratorio de, la quimica analitica, la
quimica orgéanica sintética, y la quimica médica y farmacéutica descritas en la presente
son aquellas bien conocidas y habitualmente usadas en la materia. Se pueden usar técnicas
estandares para las sintesis quimicas; andlisis quimicos; preparacion, formulaciéon y
administracion de productos farmacéuticos; y tratamiento de pacientes.

Luego de la preparacion de los polipéptidos mutantes FGF21 que no contienen
ninguna de las cisteinas que se encuentran en la secuencia del polipéptido FGF21 de tipo
salvaje, sino que en su lugar comprenden un sitio de unioén al polimero introducido vy,

opcionalmente, una o mas mutaciones adicionales, el polipéptido se pueden modificar

quimicamente mediante la union de un polimero, como se describe en el Ejemplo 9.

6. "Moléculas Ancladas"

En aun otro aspecto de la presente invencion, una "molécula anclada" se puede
preparar como se describe en este documento. Una "molécula anclada” es una molécula
que comprende dos polipéptidos FGF21 unidos entre si mediante una molécula
enlazadora. Mediante la union de dos polipéptidos FGF21 juntos, la vida media efectiva y
la potencia de una molécula anclada se puede extender mas alla de la vida media y la
potencia de un unico polipéptido FGF21.

Una molécula anclada de la presente invencion comprende un enlazador y dos
polipéptidos FGF21, los cuales pueden ser dos polipéptidos FGF21 naturales en los cuales
no se han introducido mutaciones, dos polipéptidos mutantes FGF21 que tienen un sitio
de union del enlazador introducido en los polipéptidos FGF21 o una combinacién de un
polipéptido FGF21 de origen natural y un polipéptido mutante FGF21. Las moléculas
ancladas que comprenden al menos un polipéptido FGF21 que tiene un sitio de unién del
enlazador de origen no natural y una o mas mutaciones adicionales, también se
contemplan y forman otro aspecto de la invencion. Estas moléculas ancladas, por lo tanto,
pueden comprender una mutacion que forma un sitio para la unién de una molécula
enlazadora, asi como otra mutacion para impartir otra propiedad deseable a la molécula
anclada.

Como se usa en este documento, el término "sitio de union del enlazador",

significa un aminodcido de origen no natural que tiene un grupo funcional con el cual un
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enlazador se puede asociar. En un ejemplo. un sitio de union del enlazador es un residuo

que contiene un grupo tiol, que puede asociarse con una molécula de PEG.

6.A. Polipéptidos FGF21 en una molécula anclada

Cuando una molécula anclada comprende dos polipéptidos mutantes FGF21, los
polipéptidos mutantes FGF21 pueden comprender una o mas mutaciones introducidas en
la secuencia. pero las mutaciones no tienen que estar en la misma posicion del aminoacido
en cada uno de los polipéptidos mutantes FGF21. A modo de ejemplo, si una molécula
anclada comprende dos polipéptidos mutantes FGF21, un polipéptido mutante FGF21
puede contener una mutacion HI125C, la cual puede formar un punto de union para una
molécula enlazadora. En contraste, el otro polipéptido mutante FGF21 puede contener una
mutacion en una posicién diferente de H125, que puede servir como punto de unién para
el enlazador que ancla los dos polipéptidos mutantes FGF21 juntos. Aun cuando se
utilicen uno o dos polipéptidos mutantes FGF21, el enlazador puede unirse al extremo N-
terminal del polipéptido mutante de FGF2; los puntos de union introducidos no tienen por
qué necesariamente ser utilizados.

Cuando una molécula anclada comprende uno o dos polipéptidos FGF21 de origen
natural, el enlazador puede unirse en un punto en el polipéptido FGF21 que es sensible a
la quimica de union. Por ejemplo, los puentes disulfuro de origen natural se pueden
reducir y los residuos de cisteina pueden servir como puntos de unién para un enlazador,
tal como el PEG. En otra modalidad, un enlazador se puede unir a un polipéptido FGF21
en el N-terminal o en cadenas laterales de lisina.

Una o ambas polipéptidos mutantes FGF21 de una molécula anclada puede
comprender un polipéptido mutante FGF21 truncado. Como se -describe en este
documento, un polipéptido mutante FGF21 truncado se pu‘ede preparar mediante la
eliminacion de cualquier cantidad de residuos, ya sea en el N-terminal, el C-terminal o en
ambos N- y C-terminales.

Las molécula ancladas también pueden comprender uno o ambos polipéptidos
FGF21 los cuales comprenden una mutacion en la secuencia del polipéptido que puede no
ser preferida como sitio de union del enlazador, sino que puede impartir algunas otras
propiedades deseables a la molécula anclada. De esta manera, las molécula ancladas que
comprenden uno o mas polipéptidos mutantes FGF21 en los cuales una mutaciéon que
imparte una propiedad deseable de la molécula anclada, forman un aspecto de Ia
invencion.

La actividad de las moléculas ancladas se puede analizar mediante una variedad de
vias. por ejemplo. usando un ensayo in virro de ELK-luciferasa como se describe en este

documento en el Ejemplo 10. />
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La actividad de las moléculas ancladas de la presente invencion también puede
evaluarse en un ensayo in vivo, tal como con ratones ob/ob, como se muestra en el
Ejemplo 12. Generalmente. para evaluar la actividad in vivo de una o mas de estos
polipéptidos, el polipéptido se puede administrar a un animal de prueba por via
intraperitoneal. Después de uno o mas periodos de tiempo deseados, se puede extraer una
muestra de sangre y se pueden medir los niveles de glucosa en sangre.

Al igual que con todos los mutantes FGF21 de la invencion, los polipéptidos
FGF21 que comprende una molécula anclada, los cuales pueden ser polipéptidos mutantes
FGF21, polipéptidos FGF21 de tipo salvaje o una combinacion de ambos, pueden
opcionalmente comprender un residuo de metionina amino-terminal, el cual puede
introducirse mediante mutacion dirigida o como resultado de un proceso de expresion
bacteriana.

Aquellos con habilidades ordinarias en la materia, familiarizados con las técnicas
de biologia molecular estandares. pueden emplear ese conocimiento, conjuntamente con
la presente descripcion. para preparar y usar las moléculas ancladas de la presente
invencién. Se pueden usar técnicas estandares para ADN recombinante, sintesis de
oligonucledtidos, cultivo de tejidos, y transformacion (por ejemplo, electroporacidn,
lipofeccion). Ver, por ejemplo, Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, el cual se incorpora en la presente como referencia para cualquier propdsito. Las
reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se pueden realizar de acuerdo a las
especificaciones de los fabricantes, coino se logra habitualmente en la materia, o como se
describe en la presente. Los procesos para la asociacion de los enlazadores con los
polipéptidos FGF21 dependeran de la naturaleza del enlazador, pero son conocidos por
los expertos en la materia. Ejemplos de quimicas de union de enlazadores se describen en
este documento. La orientacion sobre como se puede formar una molécula anclada de la
presente invencion se proporciona en el presente documento, por ejemplo en el Ejemplo
9.

A menos que se proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas usadas
en relacién a, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica,
quimica organica sintética, y quimica farmacéutica vy médica descritos en este documento,
son aquellos bien conocidos y de uso comun en la técnica. Se pueden usar técnicas
estandares para la sintesis quimica, analisis quimicos, preparacién farmacéutica,

formulacion y administracion, y el tratamiento de los pacientes.

6.B. Fnlazadores en moléculas ancladas

Cualquier enlazador puede ser empleado en una molécula anclada para anclar los

dos. polipéptidos mutantes FGF21 juntos. Las moléculas enlazadoras pueden ser \O
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ramificadas o no ramificadas y pueden unirse a un polipéptido mutante FGF21 usando
varias quimicas conocidas, como las descritas en este documento. La estructura quimica
de un enlazador no es critica, ya que éste sirve principalmente como un espaciador. El
enlazador puede ser independiente el mismo o diferente de cualquier otro enlazador, o
enlazadores, que puedan estar presentes en una molécula anclada (por ejemplo, una
molécula anclada que comprende tres o mas polipéptidos FGF21 de tipo salvaje o
mutantes ). En una modalidad, un enlazador puede estar formado por aminoacidos unidos
por enlaces peptidicos. Algunos de estos aminoacidos pueden ser glicosilados, como es
bien entendido por los expertos en la materia. Por ejemplo, una secuencia enlazadora util
que constituye un sitio sialilacion es X; XoNX,XsG (sec. con num. de ident.: 5), en la cual
Xi. X3, X3y Xs son cada uno independientemente cualquier residuo de aminoacido. En
otra modalidad, una molécula enlazadora puede ser una molécula de PEG de cualquier
tamano, tal como de 20 kDa, 30 kDa y 40 kDa.

En modalidades en las cuales .un enlazador peptidil esta presente (es decir,
formado por aminodcidos unidos mediante enlaces peptidicos) que se hace en longitud,
preferiblemente, desde 1 hasta aproximadamente 40 residuos de aminoacidos,
preferiblemente desde 1 hasta aproximadamente 20 residuos de aminoacidos, y mas
preferiblemente desde 1 hasta aproximadamente 10 residuos de aminoacidos. En una
modalidad. los residuos de aminoacidos en el enlazador se seleccionan a partir de
cualquiera de los veinte aminoacidos canonicos. En otra modalidad, los residuos de
aminoacidos en el enlazador se seleccionan a partir de cisteina, glicina, alanina, prolina,

asparagina, glutamina, y/o serina. En aun otra modalidad, un enlazador peptidil esta

formado por una mayoria de aminodcidos que son estéricamente libres, tales como

glicina, serina y alanina, unidos mediante un enlace peptidico. Es frecuentemente
deseable que, si esta presente, un enlazador peptidil sea seleccionado'de manera que se
evite el metabolismo proteolitico rapido en la circulacion in vivo. De esta manera, los
enlazadores peptidil preferidos incluyen poliglicinas, en particular (Gly). (sec. con nim.
de ident.: 6); (Gly)s (sec. con num. de ident.: 7), poli (Gly-Ala), y polialaninas. Otros
enlazadores peptidil preferidos incluyen GGGGS (sec. con num. de ident.: 8);
GGGGSGGGGS (sec. con num. de ident.: 9); GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(sec. con num. de ident.: 10) y cualquiera de los enlazadores utilizados en los ejemplos
proporcionados en este documento. Los enlazadores descritos en este documento, sin
embargo, son ejemplares; enlazadores dentro del alcance de esta invencion pueden ser
mucho mas largos y pueden incluir otros residuos.

En las modalidades de una molécula anclada que comprende un resto del

enlazador de péptidos, residuos acidos, por ejemplo, residuos glutamato o aspartato, se

colocan en la secuencia de aminoacidos del resto del enlazador. Los ejemplos incluyen las (Z"\
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siguientes secuencias de péptido enlazadoras:

GGEGGG (sec. con num. de ident.: 11);

GGEEEGGG (sec. con num. de ident.: 12);

GEEEG (sec. con num. de ident.: 13);

GEEE (sec. con num. de ident.: 14);

GGDGGG (sec. con num. de ident.: 15);

GGDDDGG (sec. con num. de ident.: 16);

GDDDG (sec. con num. de ident.: 17);

GDDD (sec. con num. de ident.: 18);

GGGGSDDSDEGSDGEDGGGGS (sec. con num. de ident.: 19);

WEWEW (sec. con num. de ident.: 20); |

FEFEF (sec. con num. de ident.: 21);

EEEWWW (sec. con num. de ident.: 22);

EEEFFF (sec. con num. de ident.: 23);

WWEEEWW (sec. con num. de ident.: 24); or

FFEEEFF (sec. con nim. de ident.: 25).

En otras realizaciones, un enlazador peptidil constituye un sitio de fosforilacion,
por ejemplo. X;X>YX53X4G (sec. con num. de ident.: 26), en donde X, X5, X5y X4 son
cada uno independientemente cualquier residuo de aminoacidos; X|.XQSX3X4G (sec. con
num. de ident.: 27), en donde X,. X,,X; y Xy son cada uno independientemente cualquier
residuo de aminoacidos; o X;X,TX3X4G (sec. con nam. de ident.: 28), en donde X,
X2.X5 v Xy son cada uno independientemente cualquier residuo de aminoacidos.

Los enlazadores no peptidicos se pueden usar también en una molécula anclada.
Por ejemplo, se pudieran usar enlazadores alquilo tal como -NH-(CH;)s-C(O)-, en donde s
=2 a 20. Estos enlazadores alquilo se pueden sustituir, ademads, por cualquier grupo
estéricamente no impedido tal como alquil inferior (por ejemplo, Ci-Cg) acil inferior,
halogeno (por ejemplo, Cl. Br), CN, NH,, fenil, etc.

Cualquier enlazador adecuado se puede emplear en la presente invencion para

. formar moléculas ancladas. En un ejemplo, el enlazador usado para producir molécula

ancladas descrito en - la presente fueron las moléculas PEG bis-maleimida
homobifuncionales que tienen la estructura general:

X-(CH,CH,0),CH,CH»-X
donde X es un grupo maleimida. En otras realizaciones, X puede ser un ortopiridil-
disulfuro, una iodoacetamida, una vinilsulfona o cualquier otra pdrcién reactiva conocida
en la materia por ser especifica para los grupos tiol. En aun otra modalidad X puede ser
una porciéon reactiva amino-especifica usada para anclar dos polipéptidos mutantes a

través del N-terminal o un grupo lisil modificado. (Ver. por ejemplo, Pasut and Veronese,

x
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2006, “PEGilation of Proteinsas Tailored Chemistry for Optimized Bioconjugates,” Adv.
Polym. Sci. 192:95-134).
En atn otra modalidad, un enlazador puede tener la estructura general:
X-(CH,CH,0),CH,CH,-Y
donde X y Y son porciones reactivas diferentes seleccionadas de los grupos anteriores. Un
enlazador de este tipo pudiera permitir la conjugacion de diferentes polipéptidos mutantes
para generar los heterodimeros anclados o hetero-oligdmeros.

En una modalidad adicional, un enlazador puede ser una molécula PEG, que
puede tener un peso molecular de 1 a 100 kDa, preferentemente 10 a 50 kDa (por
ejemplo, 10,.20, 30 6 40 kDa) y mas preferentemente 20 kDa. Los enlazadores péptidos
se pueden alterar para formar derivados de la misma manera que se describio
anteriormente.

Otros ejemplos de enlazadores utiles incluyen los enlazadores de
aminoetiloxietiloxi-acetil como se describio en la publicacion internacional num. WO
2006/042151, incorporada en la presenite como referencia en su totalidad.

Al formarse una molécula anclada de la presente invencidn, se pueden emplear
quimicas estandares para asociar un enlazador con una molécula de FGF21 mutante o de
tipo salvaje. El método preciso de asociacidon dependera del sitio de unidn (por ejemplo,
cuales cadenas laterales de aminoacidos) y la naturaleza del enlazador. Cuando un
enlazador es una molécula de PEG, la union se puede lograr mediante el empleo de la
quimica estandar y un grupo amino o sulfhidrilo libre, tal como los que se encuentran en
fos residuos cisteina (los cuales pueden introducirse en la secuencia polipeptidica de
FGF21 por mutacion o pueden ser de origen natural) o lisina (los cuales se puede
introducir en la secuencia polipeptidica de FGF21 mediante mutacion o pueden ser de

origen natural) o grupos amino N-terminal.

7. Modificacion quimica de los mutantes FGF21

En un aspecto de la presente invencion, los polipéptidos mutantes FGF21 se han
modificado quimicamente. El término "modificado quimicamente” se refiere a un
polipéptido (por ejemplo, un polipéptido mutante FGF21) que se ha modificado mediante
la adicion de un polimero en uno o mas sitios del polipéptido. Los ejemplos de formas
modificadas quimicamente de un polipéptido mutante FGF21 incluyen las formas

pegiladas y glicosiladas de un polipéptido mutante FGF21.

Los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente de la presente
invencion pueden comprender cualquier tipo de polimero, incluyendo los polimeros
solubles en agua, tales como el PEG. Los polimeros ejemplares pueden ser de cualquier

peso molecular y pueden ser ramificados o no ramificados. Los polimeros tienen
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tipicamente un peso molecular promedio de entre aproximadamente 2 kDa hasta
aproximadamente 100 kDa (el término "aproximadamente" indica que en las
preparaciones de un polimero soluble en agua, algunas moléculas pesaran mas y otras
menos que el peso molecular indicado). El peso molecular promedio de cada polimero es
preferiblemente entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 40 kDa, y mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 20 kDa.

Los polimeros solubles en agua apropiados o las mezclas de los mismos incluyen,
pero no se limitan a, los carbohidratos, el polietilenglicol (PEG) (incluyendo las formas de
PEG que se usan para derivatizar proteinas, que incluyen mono-(C;-Cy), alcoxi-, o
ariloxi-polietilenglicol), monometoxi-polietilenglicol, dextrano (tal como dextrano de
bajo peso molecular, por ejemplo, de aproximadamente 6 kD), celulosa, u otros polimeros
a base de carbohidratos, poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, co-polimeros de oxido de propileno/oxido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), y alcohol de polivinilo. La presente invencién
también comprende moléculas reticulantes bifuncionales que se pueden usar para preparar
la union covalentemente multimeros de polipéptidos mutantes FGF21. También se
comprenden dentro de la presente invencion los mutantes FGF21 covalentemente unidos
al acido polisiélico.

En algunas modalidades de la presente invencion, un polipéptido mutante FGF21
es covalentemente modificado para incluir uno o mas polimeros solubles en agua,
incluyendo pero no limitados a, el polietilenglicol (PEG), polioxietilenglicol, o
polipropilenglicol. Ver, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos nims. 4,640,835;
4,496,689; 4,301,144; 4.670,417; 4,791,192 y 4,179,337. En algunas modalidades de la
invencion, un mutante de FGF21 comprende uno o mas polimeros, incluyendo pero no
limitado al monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, otro polimero a base de
carbohidratos, poli-(N-vinil pirroli‘dona) de polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, un co-polimero de o6xido de propileno/6xido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), polivinil alcohol, o mezclas de dichos polimeros.

En aun otras realizaciones de la presente invencion, un péptido o una proteina se
pueden conjugar a FGF21 en una forma sitio dirigida, aunque los residuos antes
mencionados se obtienen mediante ingenieria genética con el objetivo de impartir
propiedades favorables a FGF21 (por ejemplo. potencia, estabilidad, selectividad). De
esta manera. la presente invencion comprende polipéptidos mutantes FGF21 conjugados a
una heteroproteina o heteropéptido en un sitio de unién al polimero introducido.

Ejemplos de proteinas adecuadas incluyen HSA vy los anticuerpos que no se unen a

FGF21. \)\O
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7.A. Polipéptidos mutantes FGF21 peoilados

En algunas modalidades de la presente invencion, un polipéptido mutante FGF21
es covalentemente modificado con subunidades de PEG. En algunas modalidades, uno o
varios polimeros solubles en agua se unen en una o mas posiciones especificas (por
ejemplo, en el extremo N-terminal) del mutante de FGF21. En algunas modalidades, uno
0 mas polimeros solubles en agua se unen a una o mas cadenas laterales de un mutante de
FGF21, estas cadenas laterales pueden ser de origen natural o pueden formar un
componente de un sitio de unién al polimero obtenido mediante ingenieria genética. En
algunas modalidades, el PEG se usa para mejorar la capacidad terapéutica de un
polipéptido mutante FGF21. Algunos métodos se discuten, por ejemplo, en la patente de
los Estados Unidos num. 6,133,426, que se incorpora en este documento como referencia
para cualquier propdsito.

En las modalidades de la presente invencion, en las cuales el polimero es PEG, el
grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular conveniente, y puede ser lineal o
ramificado. El peso molecular promedio del grupo PEG, se encontrara preferiblemente en
el rango de aproximadamente 2 kD a aproximadamente 100 kDa, y mas preferiblemente
de aproximadamente 5 kDa a aproxiniadamente 50 kDa, por ejemplo, 10, 20, 30, 40 6 50
kDa. Los grupos PEG generalhmente se uniran al mutante de FGF21 via alquilacion
reductiva o acilacion a través de un grupo reactivo en el resto de PEG (por ¢jemplo, un
aldehido, NHS, o maleimida, vinilsulfona, alquilhaluro) a un grupo reéctivo en el mutante
FGEF21 (por ejemplo, un grupo tiol 0 amino).

Cuando el(los) polimero(s) unido(s) a un polipéptido mutante FGF21 es(son)
PEG, la PEGilacion de un polipéptido mutante FGF21 de la presente invencion, se puede
llevar a cabo especificamente usando cualquiera de las reacciones de PEGilacion
conocidos en la técnica. Estas reacciones se describen, por ejemplo, en las siguientes
referencias: Zalipsky, 1995, Funcionalized Poly(ethylene glycol) for preparation of
Biologically Relevant Conjugates. Bioconjugate Chemistry 6:150-165; Francis y otros,
1992, Focus on Growth Factors 3: 4-10; patentes europeas nims. 0 154 0 401 316 y 384,
y patente de los Estados de Unidos num. 4,179,337. Por ejemplo, cuando el residuo
objetivo es un residuo lisina (es decir, un residuo con un grupo amino reactivo) la
PEGilacion puede llevarse a cabo via una reaccion de acilacion o una reaccién de
alquilacion con una molécula de polietilenglicol amino-reactiva (o un polimero soluble en
agua reactivo analogo) como se describe en este documento. Para las reacciones de
acilacion, un polimero seleccionado puede tener un solo grupo éstér reactivo. Para la
alquilacion reductiva. un polimero seleccionado puede tener un sole grupo aldehido

reactivo. Un aldehido reactivo es, poriejemplo. el propionaldehido polietilenglicol, el cual
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es estable en agua, o mono alcoxi C;-Cy o derivados de ariloxi de los mismos (ver la
patente de los Estados Unidos num. 5,252,714). Varios polimeros PEG reactivos
activados con diferentes porciones amino-especificos también se conocen por aquellos
expertos en la materia y también se puede utilizar segun las circunstancias lo exijan.

En otro ejemplo. cuando el residuo objetivo es un residuQ cisteina (es decir, un
residuo con un grupo sulfhidrilo reactivo) la PEGilacion puede llevarse a cabo a través de
la quimica de maleimida estandar. Para esta reaccion, el polimero seleccionado puede
contener uno o mas grupos reactivos maleimida u otros restos reactivos tioles tales como
vinilsulfona, ortopiridil-disulfuro o yodoacetamida. Ver. por ejemplo, Pasut & Veronese,
2006, “PEGilation of Proteins as Tailored Chemistry for Optimized Bioconjugates,” Adv.
Polvm. Sci. 192:95-134; Zalipsky, 1995. “Functionalized Poly(ethylene glycol) for
Preparation of Biologically Relevant Conjugates”, Bioconjugate Chemistry 6:150-1635, y
Hermanson, Bioconjugate Technigues. 2% Ed. Academic Press. 2008, cada una de las
cuales se incorpora en este documento como referencia. '

En algunas modalidades de la presente invencién, una estrategia Gtil para la unioén
del grupo PEG a un mutante de FGF21 involucra la combinacion a través de la formacién
de una unién conjugada en solucion, un mutante de FGF21 y un resto de PEG, cada uno
portando una funcionalidad especial que es mutuamente reactiva hacia la otra. El mutante
de FGF21 es "pre-activado” con un grupo funcional apropiado en un lugar especifico. Los
precursores son purificados y completamente caracterizados antes de reaccionar con el
resto de PEG. La ligazon del mutante de FGF21 con PEG usualmente tiene lugar en fase
acuosa, y puede ser facilmente controlada mediante SDS-PAGE o HPLC analitica de fase
reversa. El analisis detallado se puedé hacer mediante el mapeo de péptidos basado en
LC-MS. El analisis detallado se puede hacer mediante el mapeo de péptidos basado en

LC-MS.

7.B. Polisacaridos de los polipéptidos mutantes FGF21

Los polimeros de polisacaridos son otro tipo de polimeros solubles en agua que
pueden usar para la modificacion de proteinas. Por lo tanto, los polipéptidos mutantes
FGF21 de la presente invencidn se pueden unir a un polimero de polisacarido para formar
las realizaciones de la invencion. De esta manera, un sitio de unién al polimero de origen
no natural obtenido por ingenieria genética en un polipéptido mutante FGF21 puede
comprender un residuo al cual se une un polisacarido. Los dextranos son polimeros de
polisacaridos compuestos por subunidades individuales de glucosa en su mayor parte
unidas mediante enlaces alfa 1-6. El propio dextrano esta disponible en muchos intervalos

de peso molecular, y es facilmente disponible en pesos moleculares desde

aproximadamente 1 kD hasta aproximadamente70 kD. El dextrano es un polimero soluble /\j
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en agua adecuado para su uso como un vehiculo por si solo o en combinacion con otro
vehiculo (por ejemplo, Fc). Ver, por ejemplo, la publicacién internacional num. WO
96/11953. Se ha reportado el uso del dextrano conjugado a inmunoglobulinas terapéuticas
o de diagnostico. Ver, por ejemplo, la publicacion de la patente europea num. 0 315 456,
que se incorpora en este documento por referencia. La presente invencion tambi€n

comprende el uso del dextrano de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 20 kDa.

7.C.  Métodos de modificar quimicamente un polipéptido mutante FGF21

En general, la modificacion quimica (por ejemplo, PEGilacion o glicosilacion), se
puede realizar bajo cualquier condicion adecuada para hacer reaccionar una proteina con
una molécula de polimero activado. Los métodos para la preparacién de los polipéptidos
mutantes FGF21 modificados quimica'mente generalmente comprenderd las etapas de: (a)
hacer reaccionar el polipéptido con la molécula de polimero activado (tal como un éster
maleimida, o aldehido reactivos, derivados de la molécula de polimero) bajo condiciones
en las que un polipéptido mutante FGF21 se une a una o mas moléculas del polimero, y
(b) obtencion de los productos de reaccion. Las condiciones de reaccion optimas se
determinaran en funcion de los parametros conocidos y el resultado deseado. Por ejemplo,
mientras mayor sea la proporcion de las moléculas del polimero con respecto a la
proteina, mayor sera el porcentaje de la molécula del polimero que se une. En una
modalidad de la presente invencién, los polipéptidos mutantes FGF21 modificados
quimicamente pueden tener una sola molécula de polimero en el amino-terminal, mientras
que en otras realizaciones un polipéptido mutante FGF21 puede tener dos o mas
polimeros asociados a la secuencia principal, por ejemplo, un polimero en el N-terminal
del polipéptido y un segundo polimero en otro de los residuos del polipéptido.
Alternativamente, un mutante de FGF21 puede tener dos o mas polimeros asociados en
dos residuos diferentes en la secuencia principal, pero no en el N-terminal. |

Generalmente, las condiciones que pueden ser aliviadas o moduladas mediante la
administracion de los presentes pblipéptidos mutantes FGF21 modiﬁcados quimicamente
incluyen las descritas en este documento para el polipéptido de’ FGF21 nativo. Sin
embargo, los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente divulgados en este
documento pueden tener actividades adicionales, tales como la vida media incrementada,

en comparacion con los FGF21 de tipo salvaje y los mutantes de FGF21.

8. Composiciones terapéuticas de los mutantes FGF21 vy administracién de los

mismos

Las composiciones terapéuticas que comprenden los polipéptidos mutantes FGF21

estan dentro del alcance de la presente invencidn, y se contemplan especificamente a la /\
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luz de la identificacion de las moléculas ancladas, los polipéptidos mutantes FGF21 y los
polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente que presentan propiedades
mejoradas. Tales composiciones terapéuticas de moléculas ancladas, polipéptidos
mutantes de FGF21 y polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente, pueden
comprender una cantidad terapduticamente efectiva de una moléculas anclada,
polipéptidos mutantes FGF21 y polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente,
los cuales pueden ser modificados quimicamente, en una mezcla con un égente de
formulacion tfarmacéutica o fisiologicamente aceptable, seleccionado por su idoneidad
con el modo de administracion.

Los materiales de formulacion aceptables preferiblemente son no toxicos para los
receptores en las dosis y las concentraciones empleadas.

La composiciéon farmacéutica puede contener materiales de formulacion para
modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la
claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de
disolucién o liberacion, la absorcion, o la penetracion de la composiciéon. Los materiales
de formulacion apropiados incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos (como glicina,
glutamina, asparagina, arginina o lisina), antimicrobianos, antioxidantes (como &cido
ascorbico, sulfito de sodio o hidrogeno sulfito de sodio), tampones (tales como borato,
bicarbonato, Tris-HCI. citratos, fosfatos u otros acidos organicos), agentes de volumen
(tal  como manitol o glicina). agentes quelantes (tal como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)). agentes formadores de complejos (tales como cafeina,
polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina, o hidroxipropil-beta-ciclodéxtrina), rellenos,
monosacéridos, disacaridos y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa, o
dextrina), proteinas (tales como albumina sérica, gelatina, .0 inmunoglobulinas),
colorantes. aromatizantes y diluyentes, agentes emulsionantes, polimeros hidrofilicos (tal
como polivinilpirrolidona), polipéptidos de bajo peso molecular, contraiones que forman
la sales (tal como el sodio), conservantes (tal como cloruro de benzalconio, acido
benzoico, acido salicilico. timerosal, alcohol fenetilo, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido sérbico; o perdxido de hidrogeno), disolventes (tales como glicerina,
propilenglicol o polietilenglicol), alcoholes de azicares (tales como manitol o sorbitol),
agentes de suspensién, surfactantes o agentes humectantes (tal como plurdnicos; PEG;
ésteres de sorbitan; polisorbatos tal como polisorbato 20 o polisorbato 80; tritdn;
trometamina, lecitina, colesterol o tiloxapal), agentes que incrementan la estabilidad (tales
como sacarosa o sorbitol), agentes que incrementan la tonicidad (tales como haluros de
metales alcalinos -preferiblemente cloruro de sodio o de potasio- o sorbitol, manitol),

vehiculos de administracion, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos (ver,

por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (18" ed., A.R. Gennaro, ed., Mack A
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Publishing Company, 1990), y las ediciones posteriores de la misma, incorporadas en este
documento por referencia para cualquier proposito).

La composicion farmacéutica optima sera determinada por un experto en la

materia en funciéon de, por ejemplo, la ruta de administracion prevista, formato de

administracién, y la dosis deseada (ver, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Science). Tales composiciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad, velocidad de
liberacidon in vivo, y la velocidad de aclaramiento in vivo de la molécula anclada, los
polipéptido mutantes FGF21 (los cuales pueden ser truncados, encapuchados o mutados
en el C-terminal) o los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente.

El principal vehiculo o portador en una composicion farmacéutica puede ser de
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador apropiado para la
inyeccion puede ser agua, solucion salina fisiologica, o liquido cefalorraquideo artificial,
posiblemente suplementado con otros materiales comunes en las composiciones para
administracion parenteral. La solucién salina tamponada neutra o salina mezclada con
albimina de suero son vehiculos adicionales ejemplares. Otras composiciones
farmacéuticas ejemplares comprenden tampon Tris de pH aproximadamente 7.0-8,5, o
tampon acetato de pH aproximadamente 4.0 a 5.5, las cuales pueden incluir
adicionalmente sorbitol o un sustituto apropiado. En una modalidad de la presente
invencion, las composiciones de las moléculas ancladas, los pblipéptidos mutantes FGF21
y los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente, se pueden preparar para el
almacenamiento mediante la mezcla de la composicidn seleccionada que tiene el grado de
pureza deseado con los agentes de formulacidn opcionales (Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra) en forma de una torta liofilizada o una solucidon acuosa. Ademas, el
producto de la molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 y el polipéptido mutante
FGF21 modificado quimicamente, se pueden formular como un liofilizado, utilizando
excipientes apropiados tales como la sacarosa.

[Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden seleccionarse

para la administracion parenteral. Por otra parte, las composiciones pueden seleccionarse

para la inhalacion o la administracion a través del tracto digestivo, tal como por via oral.
La preparacidon de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta dentro de la
habilidad en la técnica.

Los componentes de la formulacion estan presentes en concentraciones que sean
aceptables para el sitio de administracién. Por ejemplo, los tampones se usan para
mantener la composicion al pH fisioldgico o en un pH ligeramente inferior, tipicamente
dentro de un intervalo de pH de 5 a 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas

para el uso en esta invencion pueden ser en forma de una solucién acuosa libre de
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pirdgenos, aceptable parenteralmente. que comprende la molécula anclada, el polipéptido
mutante FGF21 y el polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente deseados en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente apropiado para
inyeccion parenteral es agua destilada estéril, en cual se formula una molécula anclada, un
polipéptido mutante FGF21 o un polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente
como una solucion estéril, isotonica, y apropiadamente conservada. Sin embargo, otra
preparacion puede involucrar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal
como microesferas inyectables, particulas bio-erosionables, compuestos poliméricos (tales
como acido polilactico o acido poliglicélico), granos, o liposomas, que proporcionan la
liberacion controlada o sostenida del producto, el cual puede administrarse a través de una
inyeccion de depdsito. El 4cido hialurdnico también se puede utilizar, y este puede tener
el efecto de promover duracion sostenida en la circulacion. Otros medios apropiados para
la introduccién de la molécula deseada incluyen dispositivos implantables de
administracion de tarmacos.

En una modalidad. se puede formular una composicion farmacéutica para la
inhalacion. Por ejemplo, la molécula molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 vy el
polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente se pueden formular como un polvo
seco para la inhalacion. Tales soluciones de inhalacién también se pueden formular con
un propulsor para la administracion en aerosol. En otra modalidad, las soluciones se
pueden nebulizar. La administracion pulnﬁonar se describe en mas detalle en la
publicacion internacional num. WO 94/20069, la cual describe la administracion
pulmonar de las proteinas modificadas quimicamente.

También se contempla que ciértas formulaciones se puedan administrar por via
oral. En una modalidad de la invencion, una molécula anclada, un polipéptido mutante
FGF21 (que puede ser truncado, encapuchado o mutado en el C-terminal) o un
polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente que se administran de esta manera,
se pueden formular con o sin estos portadores habitualmente usados en la composicién de
formas de dosificacion solidas tales como comprimidos y capsulas. Por ejemplo, se puede
disefiar una caperuza para liberar la porcién activa de la formulacién en el punto en el
tracto gastrointestinal cuando se maximiza la biodisponibilidad y se reduce al minimo la
degradacion pre-sistémica.  Se pueden incluir agentes adicionales para facilitar la
absorcion de la molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 (que puede ser truncado,
encapuchado o mutado en el C-terminal) o el polipéptido mutante FGF21 modificado
quimicamente. También se pueden emplear diluyentes, saborizantes, ceras de bajo punto
de fusion, aceites vegetales, fubricantes, agentes de suspension, agentes de desintegracion

de comprimido, y aglutinantes.
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Otra composicion farmacéutica puede involucrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de una molécula anclada. un polipéptido mutante FGF21 (que puede ser
truncado. encapuchado o mutado en el C-terminal) o un polipéptido mutante FGF21
modificado quimicamente en una mezcla con excipientes no toxicos que son apropiados
para la fabricacién de los comprimidos. Mediante la disolucién de los comprimidos en
agua estéril, u otro vehiculo apropiade. se pueden preparar soluciones en forma de dosis
unitarias. Los_excipiehtes apropiados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes,
tales como carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de
calcio; o agentes aglutinantes, tales como almidon, gelatina o goma arabiga, o agentes
lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas de la molécula anclada, el polipéptido mutante
FGF21 o el polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente seran evidentes para
los expertos en la materia, incluyendo las formulaciones que. involucran la molécula
anclada, el polipéptido mutante FGF21 o el polipéptido mutante FGF21 modificado
quimicamente en formulas de liberacion controlada o sostenida. Las técnicas para la
formulacion de una variedad de otros medios de liberacion controlada o sostenida, tales
como portadores de liposomas, microparticulas bio-erosionables o granos porosos y las
inyecciones de deposito, también son conocidos por los expertos en la materia (ver, por
ejemplo. la publicacion internacional nim. WO 93/15722, la cual describe la liberacién
controlada de microparticulas poliméricas porosas para la administracion de las
composiciones farmacéuticas).

Los ejemplos adicionales de preparaciones de liberacion sostenida incluyen
matrices de polimeros semipermeables en forma de articulos configurados, por e¢jemplo,
peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacion sostenida pueden incluir poliésteres,
hidrogeles, polilactidas (patente los Estados Unidos nim. 3,773,919 y patente europea
num. 0 058 481), copolimeros del acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato (Sidman
y otros. 1983, Biopolymers 22.: 547-56), poli (2-hidroxietil-metacrilato) (Langer y otros,
1981, 1. Biomed. Mater. Ress 15: 167-277 y Langer, 1982, Chem. Tech. 12: 98-105),
acetato de vinilo de etileno (Langer y orros, supra) o poli-D (-)-acido 3-hidroxibutirico
(Patente Europea num. 0 133 988). Las composiciones de liberacion sostenida también
pueden incluir liposomas, los cualeé se pueden preparar por cualquiera de los varios
métodos conocidos en la técnica. ver, por ejemplo, Epstein y otros, 1985, Proc. Natl
Acad. Sci. U.S.A. 82: 3688-92; y patentes europeas nums. 0 036 676, 0 088 046, y 0 143
949.

Una composicion farmacéutica de la molécula anclada, el polipéptido mutante

FGF21 o el polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente que se utilizara para la

administracion in vivo tipicamente tiene que ser estéril. Esto se puede lograr mediante la e

I\



10

15

20

25

30

35

39

filtracion a través de membranas de filtracidén estériles. Cuando la composicion es
liofilizada, la esterilizaciéon usando este método se puede realizar ya sea antes o después
de la liofilizacidon y la reconstitucion. La composicion para la administracion parenteral se
puede almacenar en forma liofilizada o en una solucion. Ademas, las composiciones
parenterales generalmente se colocan ‘en un envase que tiene un puerto de acceso estéril,
por ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un tapon perforable
mediante una aguja hipodérmica.

Una vez que la composicion farmacéutica se ha formulado, esta se puede
almacenar en viales estériles como una solucidn, suspension, gel, emulsion, sélidos, o
como un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se pueden almacenar en
una forma lista para su uso o en una forma (por ejemplo, liofilizadas) que requieren la
reconstitucidon antes de su administracion. |

En una modalidad particular, la presente invencion se refiere a los kits para la
produccion de una unidad de administracion de dosis tnica. Los kits pueden contener,
cada uno, un primer envase con una proteina seca y un segundo envase que tiene una
formulacion acuosa. También se incluyen dentro del alcance de la presente invencion los
kits que contienen jeringas precargadas de una o varias camaras (por ejemplo, jeringas de
liquido y liojeringas).

Una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica de la
molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 (que puede ser truncado, encapuchado o
mutado en el C-terminal) o del polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente que
se empleard terapéuticamente, dependerda por ejemplo, del contexto terapéutico y los
objetivos. Un experto -en la materia apreciard que los niveles de dosificacion apropiados
para el tratamiento puede variar dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la
indicacion para la cual es usada la molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 o el
polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente, la via de administracion, y el
tamario (peso, superficie corporal, o tamafio de los 6rganos) y la condicién (la edad y
estado general de salud) del paciente. En consecuencia, ¢l clinico puede valorar la
dosificacion y modificar la via de administracién para obtener el efecto terapéutico
optimo. Una dosificacion tipica se puede encontrar en el intervalo desde
aproximadamente 0.1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de
los factores mencionados anteriormente. En otras realizaciones, la dosificacion se puede
encontrar en el intervalo de 0.01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, por ejemplo 0.05
mg/ke, 0.1 mg/ke, 0.2 mg/kg, 0.3 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0.5 mg/kg, 0.6 mg/kg, 0.7 mg/kg,
0.8 mg/kg, 0.9 mg/kg, 1.0 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7

mg/kg, 8§ mg/kg, 9 mg/kg o 10 mg/ke. C‘,
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La frecuencia de la dosificacién dependera de los parametros farmacocinéticos de

“la molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 o el polipéptido mutante FGF21

modificado quimicamente en la formulacion que se usa. Tipicamente, un clinico
administrara la composicion hasta que se alcance una dosis que logre el efecto deseado.
La composicion, por lo tanto, se puede administrar como una dosis unica, como dos o mas
dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) e.n el tiempo,
0 como una infusion continua a través de un dispositivo de implante o de un catéter. El
perfeccionamiento de la dosificacidén apropiada se realiza de forma rutinaria por los
expertos en la materia y esta dentro del ambito de las tareas de rutina realizadas por ellos.
Las dosificaciones adecuadas se pueden determinar a través del uso de datos de dosis-
respuesta apropiados. |

La ruta de administracion de la composicion farmacéutica estd en concordancia
con los métodos conocidos, por ejemplo, por via oral; a través de inyeccion por via
intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal),. intracerebroventricular,
intramuscular, intraocular. intraarterial. intraportal, o intralesional; _mediante sistel11as de
liberacion sostenida; ‘o por implatancion. Donde se desee, las composiciones se pueden
administrar por inyeccion de bolus o continuamente por infusion, o por dispositivo de
implantacion.

Alternativamente o adicionalmente. la composicion  se puede administrar
localmente a través de la implantacion de una membrana, esponja u otro material
apropiado sobre el cual se absorbe o se encapsula la molécula deseada. Cuando se usa un
dispositivo de implante, el dispositivo se puede implantar en cualquier tejido u organo
apropiado, y la administracion de la molécula deseada puede ser a través de la difusion, la

liberacion en el tiempo del bolo, o de la administracidon continua.

10. Usos terapéuticos de los polipéptido mutantes FGF21

Las moléculas ancladas, los polipéptidos mutantes FGF21 (que pueden ser
truncados, encapuchados o mutados en el C-terminal) v los polipéptidos mutantes FGF21
modificados quimicamente de la invencidn, se puede utilizar para tratar, diagnosticar,
aliviar o prevenir un numero de enfermedades, trastornos o afecciones, incluyendo, pero
no limitados a los trastornos metabolicos. En una modzilidad, el trastorno metabélico que
se tratard es la diabetes. En otra modalidad, el trastorno metabdlico es la obesidad. Otras
realizaciones incluyen afecciones metabdlicas o trastornos tales como dislipidimia,
hipertension, hepatosteaotosis, tales como esteatohepatitis no alcoholica (EHNA),
enfermedad cardiovascular, tal como aterosclerosis y envejecimiento.

En la solicitud, un trastorno o afeccion tal como la diabetes o la obesidad se

pueden tratar mediante la administracién de una molécula anclada, polipéptido mutante
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FGF21 o polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente, segin lo descrito en este
documento a un paciente que lo necesite. en la cantidad de‘una dosis terapéuticamente
efectiva. La administracion puede realizarse como se describe en este documento, tal
como mediante inyeccion intravenosa, inyeccion intraperitoneal, inyeccidon intramuscular
0 por via oral en forma de una tableta o de formacion de liquido. En la mayoria de las
situaciones, una dosificacion deseada se puede determinar por un médico, como se
describe en este documento, y puede representar una dosis terapéuticamente efectiva de la
molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 o el polipéptido mutante FGF2]
modificado quimicamente. Serd evidente para los expertos en la materia que una dosis
terapéuticamente efectiva de la molécula anclada, el polipéptido mutante FGF21 o el
polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente dependerd, entre otras cosas, del
esquema de administracion, la dosis unitaria del antigeno administrado, si la molécula de
acido nucleico o polipéptido se administra en combinacién con otros agentes terapéuticos,
el estado inmunolégico y la salud del receptor. EIl término "dosis terapéuticamente
efectiva", como se usa en este documento, significa la cantidad de la molécula anclada, el
polipéptido mutante FGF21 o el polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente
que provoca la respuesta biologica o médica en un sistema de tejidos, animal 0 humano
que se busca por un investigador. doctor en medicina, u otro clinico, la cual incluye el

alivio de los sintomas de una enfermedad o trastorno que se trata.

11. Anticuerpos

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente a las
moléculas ancladas, polipéptidos mutantes FGF21 y polipéptidos mutantes FGF21
moditicados quimicamente de la invencién, pero que no se unen especificamente a los
polipéptidos FGF21 de tipo salvaje se contemplan y estan dentro del alcance de la
presente invenciéon. Los anticuerpos, pueden ser policlonales, incluyendo policlonales
monoespecificos: monoclonales (AcM); recombinantes; quiméricos, humanizados, tales
como de regiones determinantes de complementariedad (CDR) trasplantadas; humanos;
de simple cadena, y/o biespecificos, asi como fragmentos; variantes; o moléculas
modificadas quimicamentede los mismos. Los fragmentos de anticuerpos incluyen
aquellas porciones de los anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo de un
polipéptido mutante FGF21. Los ejemplos de tales fragmentos incluyen los fragmentos
Fab y F (ab') generados por la escision enzimatica de los anticuerpos de longitud
completa. Otros fragmentos que se¢ unen son los generados por técnicas de ADN
recombinante, tales como la expresion de plasmidos recombinantes que contienen

secuencias de acidos nucleicos que codifican las regiones variables del anticuerpo.

Los anticuerpos policlonales dirigidos hacia una molécula anclada, polipéptido O



10

15

20

25

30

35

42

mutante FGF21 o polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamehte, generalmente se
producen en animales (por ejemplo, conejos o ratones) por medio de multiples
inyecciones por via subcutanea o intraperitoneal del polipéptido mutante FGF21 y un
adyuvante. Puede ser uatil conjugar un polipéptido mutante FGF21 a una proteina
portadora que es inmunogénica en las especies a inmunizar, tal como la hemocianina de
lapa, la albumina sérica, la tiroglobulina de la especie bovina, o el inhibidor de la tripsina
de soja. Ademas, agentes de agregacion tales como la alumina, se utilizan para mejorar la
respuesta inmune. Después de la inmunizacion, los animales se desangran y el suero se
analiza para los titulos de anticuerpos anti-molécula anclada, anti-polipéptido mutante
FGF21 o anti-polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente.

Los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia la molécula anclada, el polipéptido
mutante FGF21 o el polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente, se pueden
producir usando cualquier método que proporcione la produccién de moléculas de
anticuerpos mediante lineas celulares continuas en cultivo. Los ejemplos de métodos
apropiados para la preparacion de anticuerpos monoclonales incluyen los métodos del
hibridoma de Kohler y otros. 1975, Nature 256: 495-97 y el método del hibridoma de
células B humanas (Kozbor, 1984, J. Immunol 133: 3001; Brodeur y ofros, Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications 51-63 (Marcel Dekker, Inc., 1987). La
invencion proporciona también lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos
monoclonales reactivos con las moléculas ancladas, los polipéptidos mutantes FGF21 o
los polipéptido mutantes FGF21 modificados quimicamente

Los anticuerpos anti-mutantes FGF21 de la invencidén se pueden emplear en
cualquier método de ensayo conocido, tal como los ensayos de union competitiva,
ensayos sandwich directos e indirectos. y los ensayos de inmunoprecipitacion (ver, por
ejemplo. Sola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques 147-158 (CRC Press,
Inc.. 1987), incorporado en este documento por referencia en su totalidad) para la
deteccion y cuantificacion de los polipéptidos mutantes FGF21. Los anticuerpos se
unirdn a los polipéptidos mutantes FGF21 con una afinidad que es apropiada para el
método de ensayo que se emplea.

Para las aplicaciones en diagndstico, en ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-
molécula anclada, anti-polipéptido mutante FGF21 o anti-polipéptido mutante FGF21
modificado quimicamente, se pueden marcar con un resto detectable. El resto detectable
puede ser cualquiera que sea capaz de producir, va sea directa o indirectamente, una sefial
detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede un radioisotopo, tal como SH, '4C, 32P,
S, '251, 99Tc, ""n, 0 “’Ga; un compuesto fluorescente o quirhioluminiscente tal como

isotiocianato de fluoresceina, rodamina, o luciferina, o una enzima, tal como fosfatasa

alcalina, B-galactosidasa, o peroxidasa de rabano (Bayer v ofros, 1990, Meth. Enz 184: \
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138-63).

Los ensayos de unién competitiva se basan en la capacidad de un estandar
marcado (por ejemplo, un polipéptido mutante FGF21, o una porcion inmunologicamente
reactiva del mismo) para competir con el analito de la muestra de ensayo (por ejemplo,
una molécula anclada, un polipéptido mutante FGF21 o un polipéptido mutante FGF21
modificado quimicamente) para la union con una cantidad limitada de un anticuerpo anti-
molécula anclada, anti-polipéptido mutante FGF21 o anti-polipéptido mutante FGF21
modificados quimicamente, dependiendo del analito. La cantidad de molécula anclada,
polipéptido mutante FGF21 o polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente en la
muestra es inversamente proporcional a la cantidad del estandar que se une a los
anticuerpos. Para facilitar la determinacion de la cantidad del estandar que se une, los
anticuerpos se solubilizan tipicamente antes o después de la competencia, de manera que
el estandar y el analito que se unen a los anticuerpos pueden convenientemente separarse
del estandar y del analito que se mantienen sin unirse.

Los ensayos de tipo sandwich tipicamente involucran el uso de dos anticuerpos,
cada uno de los cuales es capaz de unirse a una porcion inmunogénica diferente o epitopo
de la préteina a detectarse y/o cuantificarse. En un ensayo tipo sandwich, el analito de la
muestra de prueba se une tipicamente a un primer anticuerpo que esta inmovilizado en un
soporte solido, y, posteriormente, un segundo anticuerpo se une al analito, formandose asi
un complejo insoluble en tres partes. Ver, por ejemplo, la patente los Estados Unidos
num. 4,376,110. El segundo anticuerpo se puede marcar con un resto detectable (ensayos
tipo sandwich directos) o se puede medir utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina
que se marca con un resto detectable (ensayos tipo sandwich indirectos). Por ejemplo, uno
de estos tipos de ensayos sandwich es un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), en cuyo caso la fraccion detectable es una enzima.

Los anticuerpos anti-molécula anclada, anti-polipéptido mutante FGF21 o anti-
polipéptido mutante FGF21 modificado quimicamente, son también utiles para la
proyeccion de imagen in vivo. Un anticuerpo marcado con un resto detectable se puede
administrar a un animal, preferiblemente en el torrente sanguineo, y se analiza la
presencia y localizacion del anticuerpo marcado en el huésped ensayado. El anticuerpo se
puede marcar con cualquier resto que sea detectable en un animal, ya sea por resonancia
magnética nuclear. radiologia. u otros medios de deteccidon conocidos en la materia.

La mvencion también se relaciona con un kit que comprende moléculas ancladas,
polipéptidos mutantes FGF21 o polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente
y otros reactivos utiles para la deteccion de las moléculas ancladas, los polipéptidos
mutantes FGF21 o los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente en

muestras biologicas. Tales reactivos pueden incluir una marca detectable, suero de
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bloqueo. muestras de control positivas vy negativas, v los reactivos de deteccion.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos son ilustrativos de las realizaciones concretas de la
invencion, y los diversos usos del mismo. Ellos se exponen tnicamente con propdsitos
explicativos, y no deben interpretarse en modo alguno como limitacion del alcance de la

invencion.

EJEMPLO 1

Preparacion de las construcciones de expresion del polipéptido FGF21

Una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido maduro FGF21 se
obtuvo mediante amplificacion mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
usando cebaddres que tienen secuencias de nucledtidos correspondientes a los extremos 5'
y 3' de la secuencia madura del FGF21. La Tabla 4 lista los cebadores que se usaron para

amplificar la secuencia madura de FGF21.

TABLA 4 _
Cebadores de PCR para preparar el constructo de FGF21

sec. con
Cebador Secuencia nam. de
: ident.:
Sentido 5 —AGGAGGAATAACATATGCATCCAATTCCAGATTCTTCTCC— 33
3! )
Antisentido | 5' -TAGTGAGCTCGAATTCTTAGGAAGCGTAGCTGG-3" 34

Los cebadores usados para preparar el constructo de expresion de FGF21
incorporaron sitios de restriccion de endonucleasas para la clonacién direccional de la
secuencia en un vector de expresion adecuado (por ejemplo, _pET3O (Novagen/EMD
Biosciences; San Diego, CA) o pAMG33 (Amgen; Thousand Oaks, CA)). El vector de
expresion pAMG33 contiene un origen de replicacion R-100 de bajo niimero de copias,
un promotor /ac modificado, y un gen de resistencia a la kanamicina. El vector de
expresion pET30 contiene un origen de la replicacion derivado de pBR322, un promotor
inducible T7, y un gen de resistencia a la kanamicina. Mientras que la expresion de
pPAMG33 se encontro que era mas alta, pET30 resulté ser un vector de clonacién mas
fiable. Por lo tanto, la mayoria de las construcciones descritas en la presente solicitud se
generaron por primera vez en pET30 y entonces se detectaron por eficacia. Las secuencias
seleccionadas se transfirieron a pAMG33 para la amplificacion adicional. |

La secuencia de FGF21 se amplitico en una mezcla de reaccién que contenia

40.65 ul dH,0, 5ul de tampdn de reaccion (10x) PfuUltra 11, 1.25 ul de la mezcla de

s
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dNTP (40 mM — 4 x 10mM), 0.1 wl de la plantilla (100 ng/ml), 1 pl Cebadorl (10/M), 1
ul Cebador2 (10 uM), y ul de la ADN polimerasa de fusion SA PtuUltra I (Stratagene,
La Jolla, CA). Las reacciones de amplificaciéon se realizaron mediante el calentamiento
dos minutos a 95° C, seguida de diez ciclos a 95° C durante 20 segundos, 60° C durante 20
segundos (con un 1° C adicional restado por ciclo), y 72° C durante 15 segundos/kilobase
del producto ‘deseado; seguido de 20 ciclos a 94" C durante 20 segundos, 55° C durante 20
segundos. v 72° C durante 15 segundos/kilobase del producto deseado; seguido de 72° C
por tres minutos. Los productos de amplificacion se digirieron con las endonucleasas de
restriccion Ndel y ECORI, se ligd en un vector adecuado, y luego se transformo en cé€lulas
competentes.

Como resultado del sistema de expresion bacteriana empleado, el polipéptido
maduro FGF21 expresado incluyd un residuo de metionina N-terminal o una variante del

residuo de metionina tal como t-Met o Met gluconada.

EJEMPLO 2

Purificacion de los polipéptidos FGF21 de tipo salvaje de bacterias

En los ejemplos que siguen, polipéptidos FGF21 de tipo salvaje se expresaron en
un sistema de expresion bacteriana. Después de la expresion, la cual se describe a
continuacion, los polipéptidos FGF21 de tipo salvaje se purificaron como se describe en
este ejemplo, a menos que se indique lo contrario.

Para purificar el polipéptido FGF21 de tipo salvaje a partir de los cuerpos de
inclusion bacterianos, los cuerpos de inclusion doblemente lavados (DWIBs) se
solubilizaron en un tampon de solubilizacion que contiene clorhidrato de guanidina y
TDT en tampén Tris a pH 8.5 y luego se mezclaron durante una hora a temperatura
ambiente, y la mezcla de solubilizacion se afladié a un tampon de re-plegamiento que

contenia urea, arginina, cisteina, y el clorhidrato de cisteamina a pH 9.5 y luego se mezclo

durante 24 horas a 5° C (ver, por ejemplo, Clarke, 1998, Curr. Opin. Biotechnol. 9: 157-

63; Mannall y otros, 2007, Biotechnol. Bioeng. 97: 1523-34; Rudolph y otros, 1997,
“Folding proteins,” en Protein Function: A Practical Approach (Creighton, ed., Nueva
York. IRL Press), pp 57-99; y Ishibashi y ofros, 2005, Protein Expr. Purif. 42: 1-6).

Después de la solubilizaciéon y replegamiento, la mezcla se filtro a través de un
filtro de 0.45 micras. El grupo replegado se concentré aproximadamente 10 veces con un
casete Pall Omega con un corte de peso molecular de 10 kDa a una presion de
transmembrana (PTM) de 20 psi, y se diafiltro con 3 volumenes de columna de Tris 20
mM, pH 8.0 en una PTM de 20 psi.

La muestra aclarada se sometié a cromatografia de intercambio de aniones (AEX)

mediante el uso de la resina Q Sephérose HP. Un gradiente salino lineal de NaCl de 0 a
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250 mM en Tris 20 mM se corrio a un pH de 8.0 a 53" C. Lés fracciones del pico se
analizaron por SDS-PAGE y se agruparon.

El grupo eluido de AEX se sometié a cromatografia de interaccion hidrofébica
(HIC) con una resina de Fenil Sepharosa HP. La proteina se eluy6 usando un gradiente
lineal decreciente de 0.7 M a 0 M sulfato amonico a pH 8.0 y temperatura ambiente. Las
fracciones del pico se analizaron por SDS-PAGE (Laemmli, 1970, Nature 227: 680-85) y
se agruparon.

El grupo de HIC se concentrd con un casete de 0.2 m? Pall Omega con un corte de
peso molecular de 10 kD. a 7 mg/ml a una PTM de 20 psi. El concentrado se dialfiltré con
5 volimenes de KPO4 10 mM, 5% de sorbitol, un pH de 8.0 a una PTM de 20 psi, y el
concentrado recuperado se diluyd a 5 mg/ml. Por ultimo, la solucidn se filtro a través de

una membrana mini-Pall Kleenpac Posidyne de 0.2 pM.

Ejemplo 3

Identificacion de mutantes FGF21

El FGF21 de tipo salvaje tiene una vida media relativamente corta, y en algunos
casos esto puede no ser deseable para el uso de FGF21 de tipo salvaje como terapéutica.
Ademas. los métodos tradicionales de extender la vida media, tales como PEGilacion del
polipéptido estan limitados por el numero y ubicacion de los sitios de PEGilacidon
adecuados en la secuencia de FGF21. En la secuencia del polipéptido de tipo salvaje
FGF21 hay siete sitios naturales de PEGilacion, a saber, el grupo alfa amino, cuatro
residuos de lisina, y dos residuos de cisteina. Estos sitios no son ideales para la
PEGilacion porque la molécula de PEG puede afectar negativamente a la capacidad de
FGF21 para obtener su estructura nativa, o pueden afectar negativamente la interaccion
entre el FGF21 y su receptor o beta-Klotho. Ademas, con la excepcidn del grupo alfa
amino, estos residuos reactivos no permiten la PEGilacion especifica de un sitio én una
sola ubicacion de orientacién. En consecuencia, un estudio dirigido y centrado se llevé a
cabo para identificar los residuos dentro del polipéptido FGF21 de tipo salvaje que
podrian ser mutados a un residuo adecuado para la modificacion quimica. Las
consideraciones en el estudio incluyeron la ubicacion de los residuos en la secuencia de
FGF21, asi como su posicion sobre la superficie de la proteina.

Dos estrategias diferentes se emplearon en un esfuerzo por identificar los residuos
individuales en el polipéptido FGF21 de tipo salvaje que serian convenientes para la
mutacion de un residuo util para la modificacion quimica, que se describe en este

documento.
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EJEMPLO 3.A

Candidatos de mutaciones identificadas usando un quelo de homologia

En la primera estrategia, un modelo de homologia se usé en un enfoque racional
sistematico de ingenieria de proteinas para identificar los residuos con una alta
probabilidad de tener cadenas laterales expuestas a la superficie que era probable que
toleraran la PEGilacion sin interferir con la actividad de FGF21. Dado que no se han
publicado las estructuras de rayos X o RMN de FGF21 que se podrian usar para
identificar dichos residuos, se obtuvo una estructura cristalina de Rayos X de alta
resolucion (1.3 A) de FGF19 (IPWA) a partir del banco de datos de proteinas (PDB) para
crear un modelo 3D de homologia de FGF21 mediante el uso de un software de modelado
MOE (Molecular Operating Environment, Chemical Computing Group; Montreal,
Quebec, Canada). FGF19 se eligio como una plantilla, ya que entre las proteinas
depositadas en PDB, FGF19 es la proteina mas estrechamente relacionada con FGF21 en
términos de homologia de secuencia de aminoacidos.

El modelo de homologia de FGF21 se extendio luego a representar a FGF-21
unido a un receptor de FGF. Este modelo se usé para identificar los residuos que
probablemente se verian expuestos en la superficie de la molécula de FGF21 y
disponibles para la reaccion con una fraccion de un polimero activado (por ejemplo,
PEG). mientras que evitaba los residuos que pudieran interferir con la interaccion de
FGF21 con su receptor. También se hicieron consideraciones para la conservacion de la
secuencia de los residuos entre las especies. asi como las propiedadAes bioquimicas de la
cadena lateral de origen. Los l"CSidUOS identificados como buenos candidatos por esta
deteccion se clasificaron en funcion de la probabilidad estimada de PEGilacion exitosa de
este sitio con la minima interrupcion de la actividad; Los residuos en el Grupo A retlejan
los mejores candidatos, v los residuos en el Grupo D reflejan los candidateos viables pero
menos preferidos. El Grupo A incluye N121, H125, H112, R77, H87, E37 y K69. El
Grupo B incluye R126, G113, D79, E91, D38, D46 y G120. El Grupo C incluye S71,
D89, 186, T70, G39, T40, R36, P49, S48, S123, K122, A81, Alll, E110 y R96.
Finalmente. el Grupo D incluye Q18. R19, A26, Q28, E34, A44, A45, E50, L52, Q54,
L535, K59, G61, L66, V68, R72, P78, G80, Y83, S85, F88, P90, A92, S94, 198, E101,
D102, Q108, L114, H117, P119, P124, D127, P128, A129, P130, R131, y P140.

Ademas, los sitios potenciales de PEGilacién dentro de los segmentos amino y
carboxi-terminal de la molécula se identificaron con base en las alineaciones de
secuencias y las propiedades bioquimicas de las cadenas laterales, ya que no esta
disponible los datos estructurales en tres dimensiones para estas porciones de la molécula.
Los residuos que se creyeron que eran los mas apropiados para la mutacion se

identificaron y posteriormente se agruparon de acuerdo a qué tan bien cumplen los

6\9
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residuos con un conjunto de criterios de seleccion. Con respecto al N-terminal de la
secuencia del polipéptido FGF21. los residuos de 1-13 se evaluaron, y D5 se determind
que era el mejor candidato para la mutacion, con los residuos de HI, P2, I3, P4 y S6
también se determind que era viable. En o que respecta al C-terminal de la secuencia del
polipéptido FGF21, los residuos 141-181 se evaluaron, y los residuos Y179 y R175 se
determiné que eran los mejores candidatos para la mutacion, con residuos de P143, P171,
S172, Q173, G174, S176, P177, S178, A180, y S181 que formaban otro grupo de
candidatos, y los residuos P144, Al145, P147, E148, P149, P150, 1152 A154, Q156 and

G170 que formaban un tercer grupo de candidatos para la mutacion.

EJEMPLO 3.B

mutantes FGF21 Generados Mediante la Eliminacion de sitios de union al polimero

de origen naturales no deseados

La segunda estrategia empleada, es una quimica de conjugacion especifica de
amino para el acoplamiento del PEG al FGF21. La doble PEGilacién selectiva de un sitio,
de posibles conjugaciones vacuologénicas puede reducir significativamente su potencial
vacuologénico (ver, por ejemplo, la pétente de los Estados Unidos num. 6,420,339). En
consecuencia, en un aspecto de la presente invencidn, la doble PEGilacion selectiva de un
sitio de FGF21 se logrd mediante la mutacion de la proteina para que sélo dos grupos
amino primarios queden para la PEGilacidn. |

La proteina FGF21 contiene cuatro residuos lisina y diez argininas como se
destacd en negrita (residuos R y K) y subrayado (residuos K) en la secuencia de tipo
salvaje de FGF21 (sec. con num. de ident.: 4). Los dos residuos de cisteina de origen
natural se destacan en negrita y cursiva:

HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPE

SLLQLKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLE

DGYNVYQSEAHGLPLHLPGN_IQSP‘H,RDPAPRGPARFLPLPGL-P.PAPPEPPGI

LAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS sec. con num. de ident.: 4

Las cuatro lisinas de origen natural se mutaron primero en argininas para crear una
molécula parental que contenia s6lo un grupo amina primaria como un grupo ¢-amino en
el extremo N-terminal. Esta se probd para la actividad in vitro y se encontrd que era
completamente activo. A continuacion, las argininas seleccionadas se sustituyeron paso a
paso por lisina para crear hasta diez analogos que contienen un segundo grupo amino
primario para PEGilacién en varias posiciones en la molécula de FGF21. Un examen del
modelo de homologia de FGF21 unido a su receptor (como se describi¢ en el Ejemplo

3A) permitid la clasificacion de los sitios de conjugacidén propuestos en funcion de su
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proximidad a la interfaz del receptor putativo. Los sitios que parecian enterrados no se
trataron.

Las diversas posiciones se clasificaron y se caracterizaron de la siguiente manera:
(a) Los sitios que estan expuestos al solvente v distales a la interfaz de receptor: R36,
R77, K122 & R126, (b) Los sitios que estdn expuestos solvente y proximos a la interfaz
de receptor: K56, K59, K69, R72 & R175, (c) Los sitios que se encuentran enterrados:
R17.R19,R131 & R135.

Los constructos finales, cada uno con un solo grupo o-amino y g-amino se
purificaron, y se probaron para la actividad, tanto antes como después de la conjugacion
con PEG como se describio en los Ejemplos 9 (conjugacion) y 10 (ensayo de actividad in

Vifro).

Ejemplo 4

Identificaciéon de mutantes FGEF21 que comprenden una inica mutacion

Un resumen de los mutantes FGF21 que comprenden una unica mutacion que se
genero a través del enfoque de ingenieria de proteinas racional que se describio antes en el
Ejemplo 3. A v 3.B se proporciond en la Tabla 3. Estos mutantes individuales
proporcionan e incorporan un sitio no-natural de unidn al poliméro, en particular, un
residuo cisteina o lisina. Las cadenas laterales de estos residuos son especialmente
adecuadas para la modificacion quimica por la unién de un polimero, tal como por
ejemplo una molécula de PEG. Se reconocid que, ademas del sitio de union al polimero
no natural introducido, un polimero podria opcionalmente unirse al N-terminal de la
proteina, como se desea.

Dado que los residuos introducidos se disefiaron para mantener los niveles de la
actividad bioldgica de FGF21 de tipo salvaje, se esperaba que estos polipéptidos mutantes
FGF21 mantuvieran la actividad biologica de FGF21 y atn asi proporcionaran uno o mas
sitios de union al polimero no-naturales. Después de la modificacion quimica (por
ejemplo, PEGilacion) se esperaba que estos mutantes tuvierén una vida media mas larga
in vivo que FGF21 de tipo salvaje, que mantienen al mismo tiempo niveles significativos
de actividad bioldgica in vivo de tipo salvaje.

Los numeros de las posiciones especificas para la mutagénesis se presentan en la
Tabla 5 y corresponden a la posicion de residuos en la proteina madura FGF21, que
consta de 181 residuos de aminoacidos. Las secuencias de acido nucleico que coditican
polipéptidos mutantes FGF21 que se listaron en la Tabla 5 se prepararon mediante el uso

de las técnicas descritas a continuacion.
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TABLA 5

Polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden una sola mutacién.

Numero del residuo | Salvaje | Mutacion

36 R k R36K
37 e C E37C
38 d C D38C
46 ' d C D46C
56 |k R K56R
60 k R K60R
91 e C E91C
69 k C K69C
69 k R K69R
72 R k R72K
77 R C R77C
77 R k R77K
79 d C D79C
86 H C HS86C
91 e C E91C
112 H C H112C
113 g C GI13C
120 g C G120C
121 N C N121C
122 k R K122R
125 H C HI125C
126 R C R126C
126 R k R126K
171 p g P171G
175 R C R175C
175 R k R175K
170 g C G170C
179 Y C - | Y179C

Ejemplo 5

Identificacion de mutantes FGF21 que comprenden dos mutaciones

Un analisis mas detallado del modelo de homologia y los datos obtenidos a partir
de los mutantes individuales de cisteina se realizd con el fin de identificar las
combinaciones de mutantes que proporcionarian dos sitios no-naturales de unién al
polimero. A raiz de la modificacion quimica, estos mutantes FGF21 tienen dos polimeros
(por ejemplo, moléculas PEG) unidas al polipéptido en las localizaciones deseadas. Al
igual que con todos los polipéptidos mutantes FGF21 de la presente invencion, un
polimero también se puede conectar al N-terminal del polipéptido, segtin la naturaleza del
propio polimero. Un dibujo que representa a un mutante de FGF21 doblemente PEGilado
se mostro graficamente en la Figura 1. '

Un resumen de mutantes FGF21 que comprenden dos mutacionesi que se
generaron a través de este enfoque racional de ingenieria de proteinas se proporciono en

la Tabla 6. Estos mutantes dobles incorporan un sitio no-natural de union al polimero, en

gV\
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particular una cisteina. Las cadenas laterales de estos residuos son especialmente

adecuadas para la modificacién quimica por la uniéon de un polimero, tal como por

ejemplo una molécula de PEG. Se reconocid que, ademas del sitio de unién al polimero

no natural introducido, un polimero opcionalmente se puede unir al N-terminal de la
5  proteina, si lo desea.

Dado que los residuos que se introdujeron se disefiaron para mantener la actividad
bioldgica de FGF21, estos mutantes FGF21 se esperaba que preservaran la actividad
biologica de FGF21 y aun asi proporcionaran uno o mas sitios no-naturales de unién al _
polimero. Después de la modificaciéon quimica (por ejemplo, PEGilacidn) se esperaba que.

10  estos mutantes tuvieran una vida media mas larga que la del FGF21 de tipo salvaje, que
mantienen al mismo tiempo considerable potencia in vivo.

Los numeros de las posiciones presentadas en la Tabla 6 corresponden a la
posicion del residuo en la proteina FGF2] madura, que consta de 181 residuos de

. aminoacidos. Las secuencias de 4acidos nucleicos que codifican polipéptidos mutantes
15  FGF21 que se enumeraron en la Tabla 6 a continuacion, se prepararon mediante el uso de

las técnicas descritas a continuacion.

"TABLA6

Polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden dos mutaciones

Residuo 1 | Salvaje | Mutacién | Residuo 2 | Salvaje | Mutacién
37 e C 77 R C E37C,R77C
120 o C 125 H C G120C, H125C
77 R C or e C R77C, E91C
77 R C 125 H C R77C, H125C
. 91 e C 125 H C E91C, H125C
77 R C 120 g C R77C, G120C
37 e C 91 e C E37C, E91C
91 e C 175 R C E91C, R175C
37 e C 175 R C E37C, R175C
91 e C 120 o C E91C, G120C
37 e C 120 o C E37C, G120C
77 R C 175 C R77C, R175C
37 e C 125 H C E37C, H125C
37 e C 69 k C E37C, K69C
69 k C 91 e C K69C, E91C
120 g C 175 R C G120C, R175C
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69 k C 120 . g C K69C, G120C
69 k C 125 H C K69C, H125C
69 k C 77 R C K69C, R77C

125 H C 175 R C H125C, R175C
69 k C 175 R C K69C, R175C

37 e C 170 g C E37C, G170C

Ejemplo 6
Identificacion de mutantes FGF21 que comprenden tres mutaciones
5 Como se describio anteriormente. sitios de union al polimerok de origen no natural

se pueden introducir en la secuencia del polipéptido FGF21 de tipo salvaje. Esto brinda la
oportunidad de modificacion quimica del sitio selectivo en los lugares deseados en el
‘ polipéptido. Ademas, va ha sido determinado que los residuos P171 en la secuencia de
FGF21 de tipo salvaje es susceptible a la degradacion proteolitica. En consecuencia,

10  mediante la introduccion de combinacionc—:sv de las modificaciones anteriores, ademas de
una mutacion en la posicion P171, s¢ pueden generar moléculas de FGF21 que tienen
tanto una mayor estabilidad proteolitica y sitios especificos de unién al polimero.

Un andlisis mas detallado del modelo de homologia se realizo con el fin de
identificar las combinaciones de mutantes que proporcionan dos sitios de union al

15 polimero no-naturales. A raiz de la modificacién quimica, estos mutantes tendrian dos
polimeros (por ejemplo, moléculas PEG) unidos al polipéptido en las localizaciones
deseadas. Al igual que con todos los polipéptidos mutantes FGF21 de la presente
invencién, un polimero también se puede conectar al N-terminal del polipéptido, segun la

'-6 naturaleza del propio polimero. El analisis incluyo la evaluacién de una mutacion en la

20  posicion P171, ademas de los dos sitios de unién al polimero que se introdujeron, el cual
se disefid para mejorar la estabilidad proteolitica del polipéptido mutante FGF21, y
proporcionar sitios de union al polimero seleccionados y mayor estabilidad proteolitica,
mientras que en el mismo tiempo mantener o aumentar la actividad biologica in vivo del
FGF21 de tipo salvaje.

25 En un estudio paralelo, una selecciéon de un subconjunto de mutaciones
individuales de la Tabla 5, que se presentd en el Ejemplo 4, se combinaron con la
mutacién de aumento de la estabilidad P171 con el fin de PEGilar el sitio selectivamente,
tanto en el o-aminoacido de N-terminal y en la mutacion de cisteina introducida mediante
el uso de quimicos mezclados sitios selectivos como se describié previamente (ver la

30 patente de los Estados Unidos num. 6,420,339, incorporada en la presente como

referencia). Estos dobles mutantes se designaron R77C/P171G y H125C/P171G y son
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ejemplares de cualquier otra combinacion que se pueda contemplar que usen las
mutaciones que se divulgan en la Tabla 5 del Ejemplo 4.

Un resumen de los mutantes FGF21 que comprende dos mutaciones, ademas de
una mutacion en el sitio P171, que se generaron a través de este enfoque racional de
ingenieria de proteinas se proporciona en la Tabla 7. Estos mutantes incorporar dos sitios
de no-naturales de unidn al polimero, especialmente cisteina. Las cadenas laterales de
estos residuos son especialmente adecuadas para la modificacion quimica por la unién de
un polimero, tal como por ejemplo una molécula de PEG. Se reconoci6 que, ademas del
sitio de union al polimero no natural introducido, un polimero podria opcionalmente
unirse al N-terminal de la proteina, como se desea. Las triples mutantes FGF21 que se
describieron incluyen no sélo los sitios introducidos de union al polimero que se
describieron anteriormente, sino también una estabilidad proteolitica que induce la
mutacion en la posicion 171. A raiz de la modificacién quimica de la triple mutante de
FGF21, esta combinacién de mutaciones cumple la funcién de mejorar la vida media de
FGF21 a través de la asociacion de dos polimeros (por ejemplo, moléculas PEG) con la
secuencia del polipéptido, asi como mejorar la vida media a través de la éliminaci(')n de un
sitio de escision proteolitica.

Dado que los residuos introducidos se disefiaron para mantener los niveles de
actividad biologica in vivo de FGF21 de tipo salvaje, se esperaba que estos mutantes
FGF21 mantuvieran la actividad biolégica de FGF21 y ain asi proporcionaran sitios
unicos de union al polimero no-natural. Después de la modificacion quimica (por
ejemplo, PEGilacion) se esperaba que estos mutantes tuvieran una vida media mas larga
que la de FGF21 de tipo salvaje. que mantienen al mismo tiempo niveles significativos de
actividad biologica in vivo de tipo salvaje.

Los numeros de las posiciones que se muestran en la Tabla 7 'corresponden ala
posicion de residuos en la proteina FGF21 madura, que consiste de una secuencia 181
residuos  de aminoacidos. El acido nucleico que codifica los polipéptidoé mutantes

FGF21 que se muestran en la Tabla 7 se preparé mediante el uso de las técnicas descritas

en este documento.
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TABLA 7
Polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden tres mutaciones
Residuo | Salvaje | Mutacion | Residuo | Salvaje | Mutacion Residuo Salvaje | Mutacion
1 2 3 ‘

37 e C 77 R C 171 p e E37C.  R77C.
PI71G

91 e C 123 H C 171 p g . E91C. HIi25C.
PI71G

77 R C 20 fod C 171 p e R77C. G120C.
' PI7IG

37 e C 91 ¢ C 171 ) e E37C.  E9IC.
P171G

91 e C 173 R C 171 p o E91C. RI175C.
PI71G

37 ¢ C 175 R C 171 P ¢ E37C. RI75C,
P171G

91 e C 120 e C 171 p _ e E91C. GI20C.
. P171G

37 € C 120 o C 171 p o E37C. GI120C.
P171G

77 R C 175 R C 171 P g R77C. R175C.
‘ ' PI71G

37 e C 125 H C 171 p g E37C. Hi25C.
P171G

5 EJEMPLO 7

Preparacion v expresién de polipéptidos mutantes FGF21

Los constructos que codifican los mutantes FGF21 que se enumeran en las Tablas

. 3 (mutaciones Gnicas), 4 (mutaciones dobles) v 5 (mutaciones triples, las mutaciones, es

decir, mutaciones dobles + P171G), en lo adelante "mutantes FGF21" en este ejemplo, se

10  prepararon mediante amplificacion por PCR del vector de expresion del FGF21 tipo

salvaje tal como se describe a continuaciéon (la construccion del vector de expresion del

FGF21 tipo salvaje se describio en el Ejemplo 1). El objetivo de estos éxperimentos fue la

generacion de mutantes FGF21 que comprendieran uno o mas sitios de unién al .polimero

no-natural, y en algunos casos son resistentes a la proteolisis. Se esperaria que las formas

15  quimicamente modificadas de estos mutantes FGF21 exhibieran una mayor vida media, y
en algunos casos también resistencia a la proteolisis.

Los constructos de mutantes FGF21 se prepararon mediante el uso de cebadores

con secuencias que son homologas a las regiones corriente arriba y corriente abajo de un

codén (o codones) que sera mutado. Los cebadores que se usaron en tales reacciones de

20  amplificacion como también proporcionaron aproximadamente 15 nucleotidos de la

0?
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secuencia de superposicion que permiten la recircularizacion del producto amplificado, es
decir, el vector completo que tenia el mutante deseada.

Un construccion ejemplar de mutante de FGF21, que codificaba un mutante de

FGF21 que tenia un residuo de acido glutdmico en la posicion 170 en lugar del residuo de

5  glicina nativo (es decir, un polipéptido mutante FGF21, G170E) se elaboré mediante el

uso de los cebadores que se muestran en la Tabla 8.

TABLA 8§
Cebadores de PCR para preparar el mutante FGF21 ilustrativo

sec.

Cebador Secuencia con
nam.

de
ident.:

Sentido 5'-ATGGTGGAACCTTCCCAGGGCCGRAGC-3! 29

‘ CTCCTCGGACCCTCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGAAGCCCCA 30

GAGGAGCCTGGGAGACTCGTACCACCCTGGAAGGGTCCCGGLCTTCGGGGT 31

Antisentido | 5' -GGAAGGTTCCACCATGCTCAGAGGGTCCGA-3" 32

10
Los cebadores que se muestran en la Tabla 6 permiten la sustitucion del residuo de
glicina con un residuo de acido glutamico como se muestra abajo, en donde la secuencia
superior es el cebador sentido (sec. con num. de ident.: 29), las secuencias de segundo y
tercero (sec. con num. de ident.: 30 y 31) son partes de una expresion FGF21 construir, y

15  lasecuencia de cuarto es el primer antisentido (sec. con num. de ident.: 32):

5" -ATGGTGGAACCTTCCCAGGGCCGAAGC
CTCCTCGGACCCTCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGAAGCCCCA
‘ GAGGAGCCTGGGAGACTCGTACCACCCTGGAAGGGTCCCGGCTTCGGGGT
20 AGCCTGGGAGACTCGTACCACCTTGGAAGG-5"

Los constructos de mutantes FGF21 se prepararon mediante el uso de
esencialmente de las condiciones de PCR que se describieron en el Ejemplo 1. Los
productos de amplificacidn se digirieron con la endonucleasa de restriccion Dpnl, v luego

25  se transformaron en células competentes. Los clones resultantes se secuenciaron para
confirmar la ausencia de errores generados por la polimerasa.

Los mutantes FGF21 se expresaron mediante la transformacion de células
competentes. BL21 (DE3) o BL21 Star (Invitrogen, Carlsbad, CA), con la construccion
que codificaba un mutante particular. Los transformantes se crecieron durante la noche

30  con aireacion limitada en medio TB suplementado con 40 mg/ml de kanamicina, se

airearon la mafiana siguiente, y después de un corto periodo de recuperacidn, se indujeron A

Y
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en IPTG 0.4 mM. Polipéptidos mutantes FGF21 se cosecharon por centrifugacion 18-20
horas después de la induccion.
Como resultado del sistema de expresion bacteriano empleado, los polipéptidos

mutantes FGF21 se expresaron con un residuo de metionina N-terminal.

EJEMPLO 8

Purificacion de FGF21 v polipéptidos mutantes FGF21 de bacterias

En los ejemplos que siguen, polipéptidos mutantes FGF21 se expresaron en un

sistema de expresion bacteriana. Después de la expresion, la cual se describié en el
10  Ejemplo 7, polipéptidos mutantes FGF21 se purificaron como se describi6 en este
ejemplo, a menos que se indique lo contrario.

Para purificar el polipéptido mutante de FGF21 de cuerpos de inclusion
bacterianos, cuerpos de inclusion doblemente lavados (DWIB) se 'solubili.zaron en un

‘ tampdn de solubilizacidén que contiene clorhidrato de guanidina y DTT en tampon Tris a

15 pH 85 y luego se mezcld durante una hora a temperatura ambiente, v la mezcla de
solubilizacion se afiadié a un buffer de replegamiento que contenia urea, arginina,
cisteina, y clorhidrato de cisteamina a pH 9.5 y luego se mezcld durante 24 horas a 5° C
(ver. por c{/'emp/(), Clarke, 1998, Curr. Opin. Biotechnol. 9: 157-63; Mannall y oftros,
2007, Biotechnol. Bioeng. 97: 1523-34; Rudolph y otros, 1997, “Folding Proteins,” en

20 Protein Function: A Practical Approach (Creighton, ed., Nueva York, IRL Press), pp 57-
99; y Ishibashi y ofros. 2005, Protein Expr. Purif. 42: 1-6).

Después de solubilizacion y replegamiento, la mezcla se filtro a través de un filtro
de 0.45 micras. El grupo de replegamiento se concentrd alrededor de 10 veces con un
casete Pall Omega de un corte de peso molecular de 5 kDa a una presion transmembrana

. 25  (PTM), de 20 psi, y se diafiltré con 3 volimenes de columna de Tris 20 mM, pH 8.0 auna
PTM de 20 psi.

La muestra aclarada se sometié a cromatografia de intercambio de aniones (AEX)
mediante el uso d>e la resina Q Sepharose HP. Un gradiente salino lineal de NaCl de 0 a
250 mM en Tris 20 mM se corrio a un pH de 8.0 a 5° C. Las fracciones del pico se

30  analizaron por SDS-PAGE y se agruparon.

El grupo que eluyo de AEX sé sometid a cromatografia de interaccion hidrofébica
(HIC) con una resina de Fenil Sepharosa HP. La proteina se eluy6 con un gradiente lineal
decreciente de sulfato de amonio de 0.6 M a 0 M con Tris 20 mM a pH 8.0 y temperatura
ambiente. Las fracciones del pico se analizaron por SDS-PAGE (Laemmli, 1970, Nature

35  227:680-85) y se agruparon.
El grupo de HIC se concentré con un casete de 0.2 m? Pall Omega de corte de

peso molecular de 5 kDa, a 7 mg/ml a una PTM de 20 psi. El concentrado se filtré con 5 (/)

o)
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volumenes de columna de Tris 20 mM, pH 8.0 a una PTM de 20 psi, y el concentrado

recuperado se diluyo a aproximadamente 5 mg/ml. Por ultimo, la solucion se filtrd a

través de un filtro de acetato de celulosa de 0.22 pm.

5 Ejemplo 9

Modificacion quimica de mutantes FGF21

Las variantes de FGF21 que tienen cisteina sustituida en las posiciones
seleccionadas que se muestran en las Tablas 3-5 se produjeron como se describid en el
Ejemplo 7. y las moléculas se sometieron a una reacciéon de PEGilacidén con una metoxi-

10  PEG -maleimida de 20 kDa. A menos que se. indique lo contrario. todos los polipéptidos
FGF21 de tipo salvaje y mutante PEGilados que se divulgan en la presente comprenden
uno o mas polimeros de metoxi-PEG -maleimida de 20 kDa. -

Las moléculas FGF21 parcialmente purificadas se redujeron a continuacion,

. mediante el uso de 5 equivalentes molares de TCEP durante 30 minutos a 25 °C. Al
15  FGF21 reducido se le cambio el tampdn a imidazol 10 mM, pH 7.5 mediante el uso de
una columna de Sephadex G25M de GE Healthcare. EI FGF2]1 con el tampon
intercambiado se hizo reaccionar a continuacion, con 5 equivalentes molares de metoxi-
PEG -maleimida de 20 kDa durante 30 minutos a 25°C. La mezcla de reaccion resultante
se sometid luego a cromatografia de intercambio ionico para aislar las especies mono
20  PEGilados a partir de moléculas multi PEGilados y sin PEGilado. La mayoria de los
polipéptidos mutantes FGF21 reacciond bien con la metoxi-PEG -maleimida y produjeron
principalmente productos mono-PEGilado en alto rendimiento (Figuras 2 y 3).
Para la produccion de las moléculas ancladas, moléculas de FGF21 parcialmente

purificadas se redujeron con 5 equivalentes molares de TCEP durante 30 minutos a 25°C.

25 Al FGF2I reducido se le cambi6 el tampon a imidazol 10 mM, pH 7.5 mediante el uso de

®

una columna de Sephadex G25M de GE Healthcare. EI FGF21 con el tampon

intercambiado se hizo reaccionar a continuacion, con el 0.45 equivalentes molares de bis-

maleimida PEG de 20 kDa durante 60 minutos a 4 °C. La mezcla de reaccion resultante

se sometid luego a la cromatografia de intercambio i6nico para aislar la molécula anclada

30 de otros productos de la reaccion indeseables. Con frecuencia un paso purificacion

adicional de intercambio ionico se requirio, el cual se llevo a cabo mediante la dilucion

del primer grupo de intercambio i16nico en aproximadamente 4 volumenes de agua y
volviéndolo a aplicar a la columna de intercambio iénico.

Por otra parte el acoplamiento especifico de amina al N-terminal se logrd por

35  alquilacién reductiva mediante el uso de metoxi PEG propionaldehido como se describid

previamente (ver la patente de los Estados Unidos num. 5,824,784). En resumen, el

mutante de FGF21 a aproximadamente 2 mg/ml se hizo reaccionar toda la noche a 4° C, xp
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14

con un exceso molar de 5 veces de MPEG-propionaldehido de 20kD en tampdn acetato
pH 5.5 y cianoborohidruro de sodio 10 mM. PEGilaciéon N-terminal de cualquiera de las
moléculas de FGF21 de tipo salvaje y mutante que se describieron en la presente se
pueden lograr mediante el uso de esta estrategia.

Cuando la doble PEGilacion especifica de amina se requirié tanto en el N-terminal
y en una lisina mutante, se usdé metoxi PEG-NHS (éster N-hidroxisuccinimidilo). En
resumen, el mutante FGF21 a aproximadamente 2 mg/ml se hizo reaccionar durante 2
horas a 4° C con un exceso molar de 5 veces (PEG: grupo amino) de MPEG-NHS de
20kD en tampon bicina pH 7.5.

Al aplicar un enfoque de mezcla quimica a los mutantes FGF21 doblemente
PEGilados, tanto en el N-terminal.y un mutante en posicion Cys, tanto metoxi PEG
propionaldehido y metoxi- PEG maleimida se usaron de forma secuencial como se
describid previamente (ver la patente de los Estados Unidos num. 6.420.339). En
resumen. mutante de FGF21 de aproximadamente 2 mg/ml se hizo reaccionar durante
aproximadamente 2 horas con un exceso molar de 1.5 veces de MPEG-maleimida de
20kD en tampon fosfato a pH 6.5 a 4° C. el pH se ajusto aproximadamente a pH 5 y un
exceso de 5 veces de MPEG- propionaldehido de 20kD se agregd con cianoborohidruro
de sodio 10 mM. La reaccion final se le permitié continuar a 4° C durante la noche.

La purificacion de todas las diferentes mezclas de reaccion fue por cromatografia

de intercambio aniénico en tampon Tris a pH 8 como se describid anteriormente.

Ejemplo 10
Actividad in vitro de polipéptidos mutantes FGF21 v polipéptidos mutantes FGF21

modificados quimicamente

Los polipéptidos mutantes FGF21 PEGilados se sometieron a un ensayo in vitro
para evaluar su actividad, en comparacion con la forma no PEGilada del polipéptido
mutante FGF21 y el FGF21 PEGilado en N-terminal.

Uno de los objetivos de estos experimentos fue identificar polipéptidos mutantes
FGF21 y polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente que conservan
actividad FGF21 en una prueba in vitro. El ensayo de ELK-luciferasa se realizo mediante
el uso de un sistema de células renales humanas recombinantes 293T, en el cual las
células 293T sobreexpresan beta-Klotho y construcciones del reportero de luciferasa.
Beta-Klotho es un co-receptor que requiere FGF21 para la activacidon de sus receptores de
FGF. Los receptores de FGF usados en este ensayo son los niveles enddgenos de los
receptores de FGF que se Aexpresan en células renales de 293T. Las construcciones del
reportero de luciferasa contienen secuencias que codifican GAL4-ELK1 y un reﬁortero de

luciferasa impulsado por un promotor que contiene cinco copias en tandem del sitio de

o
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union de Gal4 (5xUAS-Luc). La actividad luciferasa se regula por el nivel de Erk/ELK1
fosforilado, y se usa para controlar y cuantificar indirectamente la actividad FGF21.
Ensayos de ELK-luciferasa se realizaron mediante el cultivo de las células 293T"
en presencia de diferentes concentraciones de FGF21 de tipo salvaje o del polipéptido
mutante FGF21 durante 6 horas, y posteriormente se probaron los lisados celulares para la
actividad luciferasa. Figuras 4-6 y Tablas 3-5 resumen los resultados in vifro obtenidos
para varios ejemplares polipéptidos mutantes FGF21, se incluyen los que tienen uno, dos

o tres mutaciones.

EJEMPLO 10.A

Los valores EC50 para polipéptidos mutantes FGF21 PEGilados que comprenden

una mutacion
La Tabla 9 resumen los valores de EC50 de diferentes polipéptidos mutantes
FGF21 que comprende dos mutaciones, las cuales introducen un sitio de union al
polimero no-natural en un lugar especifico, conocido.

Varios polipéptidos mutantes FGF21 se generaron y la actividad se determino en

el ensayo in vitro de ELK-luciferasa descrito en la presente. La Tabla 9 resume los datos

obtenidos:
Tabla 9 _
Sumario de ECS50 para polipéptidos mutantes FGF21 PEGilados que comprenden

una mutacion

Mutacion|[EC30 (nM) [Salvaje EC30 (nM)N-PEG20 EC50 (nM)
H125C 4.5 2.8 36.7
R77C 4.9 3.9 433
K69C 5.3 2.8 36.7
G120C 6.0 2.8 36.7
E37C 6.9 3.9 433
R175C 7.9 0.9 21.5
E91C 3 39 433
N121C 9.2 3.9 433
R126C 10.0 2.8 36.7
G113C 12.0 3.9 43:3
D38C 13.1 2.8 36.7
D79C 20.4 3.4 40.0
D46C 27.8 3.9 433
Y179C 287.1 1.1 21.5




10

15

20

25

30

35

60

La Tabla 9 resume el efecto de PEGilacion en la actividad in vitro de alguno de los
diversos polipéptidos mutantes FGF21 de la invencion.

Las figuras 4, 5 y 6 representan graficamente los resultados y los valores de EC50
para varias mutantes FGF21 PEGilado que comprende un Unico punto de mutacion. Las
figuras 4 y S contienen datos sobre véu‘ios de los mutantes FGF21 para los que se
presentaron los datos en la Tabla 9. Mas concretamente, la grafica superior de la Figura 4
muestra los resultados del ensayo de ERK-luciferasa que se realizd en los mutantes
PEGilados E37C, R77C, E91C y FGF21 de tipo salvaje PEGilado en N-terminal, asi
como FGF21 no PEGilado. En el grafico inferior de la Figura 4, los datos se presentaron
sobre los mutantes PEGilados G113C, N121C, D46C y FGF21 de tipo salvaje PEGilado
en N-terminal, asi como FGF21 de tipo salvaje no PEGilado. '

Volvieﬁdo a la Figura 5, en el grafico superibr se présentan los datos para los
mutantes H125C, G120C, R126C y FGF21 de tipo salvaje PEGilado en N-terminal, asi
como de FGF21 de tipo salvaje no PEGilado. En el grafico inferior, los datos se presentan
para los mutantes D79C, D38C y FGF21 de tipo s'alvaje PEGilado en N-terminal, asi
como FGF21 de tipo salvaje no PEGilado.

Continuando con la grafica superior de la Figura 6, los datos graficos se presentan
para los mutantes K69C y D79C PEGilados, asi como FGF21 de tipo salvaje PEGilado en
N-terminal, y FGF21 de tipo salvaje no PEGilado. En el grafico inferior de la Figura 6, se
presentan los datos para los mutantes R175C y Y179C PEGilados y FGF21 de tipo
salvaje PEGilado en N-terminal, asi como FGF21 de tipo salvaje no PEGilado.
Sorprendentemente, muchas de estas moléculas tienen actividad in virro similar a la de la

molécula no PEGilada.

EJEMPLO 10.B

Valores EC30 para una seleccion de mutantes Arg/Lvs de FGF21

Como se describié en el Ejemplo 3, una serie de polipéptidos mutantes FGF21 se
genero, en los cuales los sitios de union al polimero de origen natural (por ejemplo, sitios
PEGilacion) se retiraron por mutagénesis. En estos mutantes FGF21 los grupos de Lys
reactivos se mutaron primero en arginina, dejando solo el grupovN-terminal 0.-amino para
PEGilaciéon. A continuacion, se seleccionaron los residuos de arginina, ya sea nativa o
mutante, se convirtieron uno por uno a lisina, lo que introdujo asi un sitio de PEGilacion
secundaria en las posiciones definidas en la superficie de FGF21. Uno de los objetivos de
esta estrategia era generar polipéptidos mutantes FGF21 en los cuales un polimero (por
ejemplo, una molécula PEG) seria conjugado en uno o mas lugares especificos conocidos.

Varios polipéptidos mutantes arginina/lisina de FGF21 se generaron y la actividad

S



61

se determind en el ensayo in vifro de ELK-luciterasa descrito en la presente. La Tabla 10

resume los datos obtenidos:

TABLA 10
5 Sumario de EC50 para polipéptidos mutantes FGF21 PEGilados que comprenden

mutaciones lisina/arginina

Actividad In
Constructo Tipo de PEG Vitro
| ECso (nM)

FGF21 Nativo num. PEG 3
FGF21 Nativo (N-terminal) 1 x 20k 433
FGF21 Nativo (aleatorio) 2 x 20k 200
FGF21(todo K a todo R) 1 x 20k ND

@ FGF21(todo K a todo R, 2 x 20k s
R36K)
FGF21(todo K a todo R. 2 x 20k
R77K) 7
FGF21(K56/59/69R) 2 x 20k 500
FGF21(K todo R, R126K) 2 x 20k 38
FGF2T(K59R/K69R/K122R) 2x 20k 499
FGF21(K56R/K691UK] 22R) 2 x 20k 215
FGF21(K56R/K59R/K122R) 2 x 20k 531
FGF21(todo K atodo R, 2 x 20k >1000
R72K)

o
FGF21(todo K a todo R, 2 x 20k >1000
R175K)

Ejempio 10.C

Valores de EC50 para una seleccion de polipéptidos mutantes FGF21 PEGilados que

10 comprenden dos mutaciones

La actividad de un namero de polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden dos -
mutaciones se examino también en el ensayo de ERK-luciferasa descrito en la presente.
Estos mutantes se disefiaron para introducir dos sitios no-naturales de unidn al polimero
(en forma de un residuo de cisteiﬁa) ¥y una mutacién que proporcionara una mayor
15  estabilidad proteolitica (P171G) en la secuencia de FGF21 de tipo salvaje.
Varios polipéptidos mutantes FGF21 se generaron y la actividad se determiné en

el ensayo in vitro de ELK-luciferasa descrito en la presente. Los valores de EC50 de los ’60
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experimentos se muestran a continuacion en la Tabla 11.

Tabla 11

Valores de ECS0 para una seleccion de polipéptidos mutantes FGF21 modificados

5 quimicamente que comprenden dos mutaciones
ECS0
Mutaciones

(nM)
FGF21 Nativo 3
PEG20K N-term 37
E37C, R77C 2]
G120C, H125C 23
R77C, E91C 26
R77C, H125C 30
£91, H125C 32
R77C, G120C 34
E37C. E91C 36
E91C, R175C 46
E37C, R175C 50
ES1C, G120C 54
E37C, G120C 55
R77C, R175C 62
£37C, H125C 64
E37C, K69C 67
K69C, E91C 69
G120C, R175C 118
K69C, G120C 119
K69C, H125C 164
K69C. R77C 180
H125C, R175C 200
K69C, R175C 518
E37C, G170C 163

En paralelo, se prepararon mutantes FGF21 doblemente PEGilados mediante el
uso de mutantes de cisteina individuales derivados del Ejemplo lOA,' pero también
llevaban la mutacion P171G de mejora de la estabilidad. Estos mutantes se PEGilaron en

10  sitios selectivos. tanto en el N-terminal y la cisteina diseflada mediante el uso de la ~

A
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quimica de PEGilacion mixta como se describio previamente (ver la patente de los
Estados Unidos num. 6.420,339). Debido a que la quimica de PEGilacion mixta permite
la discriminacion entre los sitios de conjugacion N-terminal y cisteina, también es posible
acoplar, a un sitio de forma selectiva, diferentes polimeros a diferentes sitios. En este -
caso, una serie de conjugados se prepararon en donde las combinaciones de polimeros de
5kDa. 10kDa y 20 kDa se acoplaron al N-terminal y un polimero de 20 kDa se acoplo
consistentemente a la cisteina mutante. Esto permitio la evaluacién del impacto de
PEGilacion N-terminal sobre la actividad in vitro de FGF21. Estos conjugados se
probaron todos en el ensayo in vifro de ELK-luciferasa que se describi6 en la presente.

Los resultados se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12

Valores de EC30 para una seleccion de polipéptidos mutantes FGF21 modificados
quimicamente que comprenden tres mutaciones

Tipo de. PEG EC50
Mutacion
(nM)
R77C, P171G 2 x 20k 64
H125C, P171G 2 x 20k 152
H125C, P171G I x 10k, 1 x 20k 65
H125C, P171G 1 x 5k, 1 x20k 30

EJEMPLO 10.D

Valores de ECS0 para una seleccién de polipéptidos mutantes FGF21 modificados

gquimicamente que comprenden tres mutaciones

La actividad de un namero de polipéptidos mutantes FGF21 que comprenden tres
mutaciones se examino también en el ensayo de ERK-luciferasa descrito en la presente.
Estos mutantes se disefiaron para introducir dos sitios de union al polimero de origen no
natural (en forma de un residuo de cisteina) y una mutacion que proporcionara una mayor
estabilidad proteolitica (P171G) en la secuencia de FGF21 de tipo salvaje.

Varios polipéptidos mutantes FGF21 se generaron y la actividad se determiné en
el ensayo in vitro de ELK-luciferasa descrito en la presente. La Tabla 13 resume los datos

obtenidos:
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Tabla 13

Valores de EC50 para una seleccion de polipéptidos mutantes FGF21 modificados
quimicamente que comprenden tres mutaciones

Tipo de PEGIECS50
(nM)
E37C, R77C, P171G | 2X 20 kDa | 27
£91, HI25C | P171G | 2X 20 kDa | 37
R77C, G120C , P171¢| 2X 20 kDa | 35
E37C, E91C ,P171G | 2X 20 kDa | 30
E91C, R175C , P171G| 2X 20 kDa .15
E37C, R175C . P171G| 2X 20 kDa | 162
E91C, G120C , P171G| 2X 20 kDa | 34
E37C. G120C . P171G| 2X 20 kDa | 35
R77C, R175C . P171G| 2X 20 kDa | ND | - |
E37C. H125C . P171G| 2X 20 kDa | 37

Mutaciones

5 Sorprendentemente, los datos indican que la mayoria de estos polipéptidos
mutantes FGF21 doblemente PEGilados tienen actividad que supera la molécula mono-

PEGilado en N-termunal.

Ejemplo 11

10 Valores de EC350 para una seleccion de FGF21 moléculas ancladas

Las moléculas ancladas de la presente invencion comprenden dos secuencias del
polipéptido FGF21 atadas entre si por una molécula del enlazador. La Figura 7 representa
graficamente un ejemplo de una molécula anclada. Como se describe en la presente, se
previd que estas moléculas ancladas proporcionarian una vida media mas prolongada, al

15  tiempo que conservarian un nivel deseable de actividad bioldgica.

Se generaron varias moléculas ancladas y la actividad se determino por el ensayo
in vitro de ELK-luciferasa que se describio en la presente. Las moléculas ancladas que se
generaron comprenden mutantes FGF21 en los que la mutacion introduce un sitio de
union del enlazador. Varios de los mutantes FGF21 eran dobles mutantes e incluian la

20  mutacion P171G para mejorar la estabilidad proteolitica. Las condiciones 'y
procedimientos para realizar este estudio in vitro fueron los mismos que en el Ejemplo 10.

La Tabla 14 resume los datos obtenidos:

7
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Tabla 14
Valores de EC30 para una seleccion de FGF21 moléculas ancladas

Mutaciones : : Eeso

Enlazador (nM)
H125C, P171G| 20 kDa PEG 0.21
R77C, P171G | 20 kDa PEG 0.25
G120C, P171G | 20 kDa PEG 0.51
E37C, P171G | 20 kDa PEG 0.36
R175C, P171G | 20 kDa PEG 0.36
E91C, P171G | 20 kDa PEG 0.20
G170C 20 kDa PEG 0.47 =
P171C 20 kDa PEG 0.21

Puede parecer de los datos de la Tabla 14 que las moléculas ancladas poseen una
sorprendentemente alta actividad in vitro, igual o superior a la de la molécula no

PEGilada que, por referencia, se determind que era 0.65.

Ejemplo 12

Actividad in vivo de los polipéptidos mutantes FGF21 modificados quimicamente

FGF21 posee una serie de actividades biologicas, que incluyen la capacidad para
reducir la glucosa. insulina, triglicéridos o los niveles de colesterol en sangre, reducir el
peso corporal, o mejorar la tolerancia a la glucosa, el gasto energético, o la sensibilidad a
la insulina. Tras la primera evaluacion in vitro que se describio en el Ejemplo 10, los
polipéptidos mutantes FGF21 PEGilado volvieron a ser analizadas in vivo para la
actividad de FGF21. Los polipéptidos FGF21 PEGilado se introdujeron en ratones
resistentes a la insulina ob/ob, y la capacidad de un determinado polipéptido FGF21]
PEGilado para reducir la glucemia se medio. El procedimiento para el trabajo en vivo fue
el siguiente.

El polipéptido FGF21 PEGilado a ser probado se inyectd por via intraperitoneal en
un raton de 8 semanas de edad ob/ob (Laboratorio Jackson), y se obtuvieron muestras de
sangre en diversos puntos temporales después de una sola inyeccion, por ejemplo, 0, 6,
24. 72, 120, y 168 horas después de la inyeccion. Los niveles de glucosa en sangre se
midieron con un glucometro OneTouch (LifeScan, Inc. Milpitas, CA), y los resultados se

expresaron como un porcentaje de cambio de la glucosa en sangre en relacion con el nivel

I\

basal de glucosa en la sangre (es decir, en el tiempo 0).
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Los mutantes FGF21 se generaron como se describidé en este documento y se
modificaron quimicamente por la adicion de dos moléculas de maleimida metoxi PEG de
20 kDa, uno en cada uno de los sitios de union al polimero introducidos, que eran por lo
general los residuos de cisteina. Las mutaciones se seleccionaron a fin de proporcionar
puntos discretos de union conocidos para dos moléculas de PEG. La PEGilacion de los

mutantes FGF21 se logré mediante el uso de los métodos descritos en la presente.

EJEMPLO 12.A
Actividad in vivo de FGF21 de tipo salvaje PEGilado en N-tefminal

El FGF21 de tipo salvaje que se modifico quimicamente por PEGilacion en el
extremo N-terminal del polipéptido se estudid en un modelo de raton ob/ob. El FGF21 de
tipo salvaje no PEGilado se esttxdid también en el mismo experimento y se usé PBS como
control. Una sola molécula de maleimida metoxi PEG de 20 kDa se usé para FGF21 de
tipo salvaje PEGilado en N-terminal. La figura 8 muestra los resultados de este
experimento.

Tanto FGF21 de tipo salvaje nativos como de PEGilado en N-terminal redujo los
niveles de glucosa en sangre en un 30-40% después de una sola inyeccién. Sin embargo,
los niveles de glucosa en la sangre volvieron a los valores basales.después de 24 horas de
la inyeccion de FGF21 nativo de tipo salvaje. Por el contrario, FGF21 de tipo salvaje
PEGilado en N-terminal tuvo una actividad sostenida de hipoglucemiante por lo menos
durante 72 horas. Los resultados de este estudio indican que la PEGilacion de FGF21 de
tipo salvaje prolonga los efectos farmacodinamicos de la molécula nativa.

En cuanto a la Figura 9, un estudio de dosis-respuesta se llevd a cabo en un
modelo de raton ob/ob con FGF21 de tipo salvaje, que se PEGilé en N-terminal con una
molécula de PEG de 20. 30 y 40kDa. La Figura 9 demuestra que las moléculas de PEG de
30 y 40kDa tienen una ‘eﬂcacia mayor y mas prolongada en la reduccion de ‘la glucosa en
comparacion con la molécula de PEG'd 20 kDa, lo que indica que el tamaiio de PEG se

correlaciond positivamente con los efectos farmacodinamicos in vivo.

EJEMPLO 12.A.1

Actividad in vivo de una seleccion de polipéptidos mutantes FGF21 modificados

quimicamente conjugados, tanto en el N-terminal v un sitio de uniéon al polimero

introducido
Varios mutantes FGF21 modificados quimicamente se PEGilaron selectivamente
en un sitio, tanto en el N-terminal y en un segundo sitio disefiado se estudiaron en un

modelo de raton ob/ob. Estos constructos de FGF21 doblemente PEGilados se PEGilaron

5
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todas N-terminal v un segundo sitio que comprende va sea una lisina disefiada como se
describid en el Ejemplo 4 o cisteina disefiada como se describio en el Ejemplo 6.

Un experimento similar se realizé con un grupo diferente de polipéptidos mutantes
FGF21 PEGilados. La Figura 10 se compone de dos graficos que muestran el porcentaje
de cambio en los niveles de glucosa en la sangre de los ratones inyectados con vehiculo
(PBS). o las formas PEGilados de mutantes FGF21 que comprenden mutaciones de union
al polimero, es decir, FGF21 R77C, el cual también se PEGild en N-terminal y FGF21
R126K, el cual también se PEGil6 en N-terminal (grafico superior), y F77/P171G
PEGilado en N-terminal (grafico inferior). los cuales se PEGilaron también en los sitios
introducidos de union al polimero. Se usaron moléculas de maleimida metoxi PEG de 20
kDa. Los resultados de este experimento confirman una vez mas que' los mutantes FGF21
doblemente PEGilados muestran una farmacodinamia elevada en relacion con la proteina

FGF21 de tipo salvaje con sostenida disminucion de la glucosa por lo menos 120 horas.

EJEMPLO 12.B

Actividad in vivo de una seleccion de polipéptidos mutante de FGF21 modificados

quimicamente que comprenden de dos a tres mutaciones

Una serie de polipéptidos mutantes FGF21 con modificaciones quimicas se
estudiaron en un modelo de ratéon ob/ob. Estos mutantes se modificaron quimicamente por
la adicién de dos moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa, una en cada uno de los

residuos de cisteina introducidos, y en el caso de polipéptidos mutantes FGF21 que

comprenden una sola mutacion en el extremo N del polipéptido. Las mutaciones se

seleccionaron a fin de proporcionar puntos de union discretos conocidos, por una o mas
moléculas de PEG. Algunos mutantes FGF21 también incluyeron la mutacion P171G
para mejorar la resistencia proteolitica. Los polipéptidos mutantes FGF21 PEGilado se
inyectaron en los ratones y los ratones desangrados a intervalos durante un estudio de

nueve dias.

EJEMPLO 12.B.1

Efecto sobre los niveles de glucosa

Se realizo un experimento con otro grupo de polipéptidos mutantes FGF21
PEGilado. La Figura 11 es un gratico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles
de glucosa en la sangre de los ratones inyectados con vehiculo (PBS), o las formas
doblemente PEGilados de mutantes FGF21 que comprenden las mutaciones, es decir,
E91/H125C. E9IC/R175C. E37C/G120C. E37C/H125C, E37C/R175C; Fe-G170E
FGF21 no PEGilado también se estudid. Se usaron moléculas de maleimida metoxi PEG

de 20 kDa. Los resultados de este experimento confirman una vez mas que los mutantes



10

15

20

25

30

35

68

FGF21 PEGilados doblemente muestran una farmacodinamia elevada en relacion con la
proteina de FGIF21 de tipo salvaje.

Un experimento similar se realizo con otro grupo de polipéptidos ﬁmtantes FGF21
PEGilados. La Figura 12 es un grafico que muestra el porcentaje de cambio en los niveles
de glucosa en la sangre de los ratones inyectados con vehiculo (PBS), o las formas
doblemente PEGiladas de mutantes FGF21 que comprenden las mutaciones, es decir,
R77C PEGilado en N-terminal el cual se‘ PEGilo también en el sitio de la polimerizacion
introducido, R126K PEGilado en N-terminal el cual se PEGIilé también en el sitio de la
polimerizacion introducido. E91/G120C, G120C/H125C y E37C/R77C; Fc-G170E
FGF21 no PEGilado también se estudio. Se usaron moléculas de maleimida metoxi PEG
de 20 kDa. Los resultados de este experimento confirman que los mutantes FGF21
doblemente PEGilados demostraron farmacodinamia elevada en relacién con la proteina
FGF21 de tipo salvaje.

En otro experimento, la Figura 13 muestra el efecto de los mutantes FGF2I
PEGilados en los niveles de glucosa en sangre de los ratones en el transcurso de un
estudio de nueve dias. Estos datos demuestran que las moléculas PEGiladas tienen una
mayor potencia in vivo en comparacion con la de la molécula nativa. En la Figura 13, los
resultados se generaron con los mutantes FGF21 PEGilados E37C/R77C, E91C/R175C,
E37C/H125C, E37C/R77C/P171G, E91C/R175C/P171G y E37C/H125C/P171G, las
cuales se PEGilaron doblemente en el: sitio introducido de union al polimero. Los
mutantes FGF21 se modificaron con dos moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa
en este estudio. y el vehiculo usado fue fostato de potaSio 10 mM, 5% de sorbitol, pH 8.

Como se muestra en la Figura 13, las tres moléculas doble mutantes, doblemente
PEGiladas E37C/R77C; E91C/R175C; E37C/H125C redujeron los niveles de glucosa en
sangre. y los efectos se mantuvieron durante 72 horas después de una sola inyeccidn.
Curiosamente, la introduccion de mutaciones P171G prolongd 11155 las acciones in vivo 'y
las maximas actividades reductoras de glucosa, se mantuvieron durante otros 2 dias con
duracion total de la accion de 120 horas.

Ademas, la capacidad de reduccion de la glucosa de varios polipéptidos FGF21
que comprenden tres mutaciones se estudiaron junto con varias moléculas ancladas. Los
mutantes triples usados fueron E37C/R77C/P171G y E91C/H125C/P171G; las moléculas
ancladas comprenden dos polipéptidos mutantes FGF21 idénticos que comprenden dos
mutaciones, es decir, E37C/P171G y R77C/P171G. Moléculas maleimida metoxi PEG de
20 kDa se usaron para las formas doblemente PEGilados de FGF21, asi como para la
molécula del enlazador en la molécula anclada. Los resultados de este experimento se
muestran en la Figura 14. En comparacion con mutantes FGF21 anclados, los mutantes

doblemente PEGilados tienen una farmacodinamia mejorada aun mas. La actividad de

™
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reduccion de la glucosa de los mutantes doblemente PEGilados sostenida durante al
menos 168 horas en comparacidn a 120 horas con mutantes FGF21 anclados.

La Figura 15 es un grafico que muestra el cambio porcentual de la glucosa en
sangre en funcion de la dosis en los ratones ob/ob inyectados con vehiculo (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM. pH 8.5) o diferentes dosis de un polipéptido mutante FGF21 doblemente
PEGilado E37C/R77C/P171G en un periodo de nueve dia‘s. Los resultados de este
experimento demuestran que el triple mutante doblemente PEGilado E37C/R77C/P171G
redujo los niveles de glucosa en sangre en ratones 6b/ob de forma dosis-dependiente. El
nivel de dosis de 0.3mg/kg casi alcanzo la maxima actividad de reduccion de los niveles
de glucosa y los efectos se mantuvieron durante al menos 5 dias. Aun mayor potencia in

vivo y duracion de la accion se observaron cuando el nivel de dosis se aumenté a | mg/kg.

EJEMPLO 12.B.2

Efecto sobre el peso corporal

La diabetes tipo 2 a menudo se acompaiia con incremento de la adiposidad y el
peso corporal. Una molécula terapéutica, por tanto, tendra preferentemente el efecto
deseable de reducir el peso corporal, asi como el efecto deseable de reducir los niveles de
glucosa en la sangre. En consecuencia, muchos de los mutantes FGF21 PEGilados que se
describen en la presente se evaluaron por su efecto sobre el peso corporal en ratones.

Para estudiar el efecto de diversos polipéptidos mutantes FGF21 en el peso
corporal, FGF21 de tipo salvaje PEGilado y polipéptidos mutantes se inyectaron por via
intraperitoneal a ratones de 8 semanas de edad ob/ob (Laboratorio Jackson), y el peso
corporal se controld a varios tiempos después de una sola inyeccion, por ejemplo, 0, 24,
72,120, y 168 horas después de la inyeccion.

La Figura 16 muestra el efecto de mutantes FGF211 PEGilado en el peso de los
ratones durante el periodo de estudio. Los resultados se generaron mediante el uso de los
polipéptidos mutantes FGF21 doblemente PEGilados E37C/R77C, E91C/R175C,
E37C/H125C, E37C/R77C/P171G, E91C/R175C/P171G y E37C/H125C/P171G. Los
mutantes FGF21 se modificaron con moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa en
este estudio. Estos mutantes FGF21 se estudiaron también con respecto a los cambios en
los niveles de glucosa y los resultados se muestran en la Figura 13. En conjunto, estos
datos demuestran que los ratones que recibieron mutantes FGF21 PEGilados ganaron
menos peso, en relacion con el control de vehiculo y que los polipéptidos mutantes
FGF21 que comprenden la mutacién resistente a la protedlisis P171G son mas eficaces
que sus contrapartes P171 de tipo salvaje.

La Figura 17 es un grdfico que muestra el cambio en el peso corporal de los

ratones invectados con el vehiculo, o las formas doblemente PEGilados de un mutante
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FGF21 que comprende las mutaciones, es decir, E37C/R77C/P171G;
E91C/H125C/P171G; R77C/P171G y moléculas ancladas que comprende en un caso los
dos polipéptidos mutantes E37C/P171G FGF21 y en otro caso, los dos polipéptidos
mutantes R77C/P171G FGF21. Las moléculas de maleimida metoxi PEG de 20 kDa se
usaron en las formas PEGilados de FGF21, mientras que el bis-maleimida PEG de 20 kDa
se usO para las moléculas ancladas. Estos mutantes FGF21 se estudiaron también con
respecto a los cambios en los niveles de glucosa y los resultados se muestran.en la Figura
14. En conjunto, estos datos demuestran que los ratones que recibieron los mutantes
FGF21 PEGilado ganaron menos peso, en relacion con el control del vehiculo. También
se observo que los polipéptidos mutantes FGF21 doblemente PEGilado fueron mas
eficaces en la reduccion de peso corporal que las moléculas ancladas estudiadas.

El efecto de un polipéptido mutante FGF21 doblemente PEGilado sobre el peso
corporal también se examino en un estudio de dosis multiples. La Figura 18 es un grafico
que muestra el cambio en el peso corporal en funcion de la dosis en los ratones ob/ob
invectados con vehiculo o diferentes dosis del doblemente PEGilado E37C/R77C/P171G
durante un periodo de nueve dias. Esta mutante de FGF21 se estudio también con
respecto a los cambios en los niveles de glucosa y los resultados se muestran en la Figura
15. En conjunto, estos datos demuestran que una dosis de 0.3 mg/kg es suficiente para

reducir la ganancia de peso corporal en ratones ob/ob después de una sola inyeccion.

Ejemplo 13

Estudio de vacuola renal murina

Una consideracion para el empleo de PEG y otros polimeros para extender la vida
media de una proteina terapéutica es la posibilidad de que la molécula PEGilada forme
vacuolas en el rifion. Esta propiedad de PEG esta bien documentada (ver, por ejemplo,
Bendele, y otros, 1998, “Short Communication: Renal Tubular Vécuolation in Animals
Treated with Polyethylene-glycol-conjugated Proteins,” Toxicological Sciences, 42:152-
157 y Conover y otros, 1996, “Transitional Vacuole Formation Following a Bolus
Infusion of PEG-hemoglobin in the Rat,” Art. Cells. Blood Subs.. and Immob. Biotech.
24:599-611)) y puede ser impredecible. Una molécula PEGilada que induce la formacion
de vacuolas en el rifidn normalmente, pero no necesariamente, hace que la molécula sea
menos deseable como proteina terapéutica. En algunas circunstancias la vacuolizacion
renal es de menor importancia y puede ser tolerada. Por consiguiente, se realizé un
estudio a largo plazo de vacuolas en el riiion en ratones.

Los polipéptidos mutantes FGF21 se generaron como se describié en la presente.
Un estudio se disefio y llevado a cabo de la siguiente manera. Multiples moléculas de

FGF21 PEGilado se les administrd una vez al dia durante 7 dias consecutivos a través de

f?\
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la inyeccion subcutanea a ratones hembras C57BL/6 ratones (3/grupo) a una dosis de 10
mg/kg, un control del vehiculo (KHPO, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8) y dos controles
positivos se les administro de la misma manera. Se realizaron detalladas observaciones
clinicas en todos los animales antes de cada administracion de una dosis, y 1-2 horas

5  después de la dosis en los dias 1, 3 v 6; las observaciones al lado de las jaulas se
recogieron 1-2 horas después de la dosis de todos los demés dias de la administracion.
Los pesos corporales se recogieron antes de cada administracion de una dosis y en la
necropsia. Los rifiones y el higado se obtuvieron de todos los animales para la evaluacion
histoldgica. La Tabla 15 resume los resultados del estudio.

10
Tabla 15

Sumario del estudio de vacuolas en el rifion

Molécula Rinon[Higado
Vehiculo 0.0 0.0
Control positivo 3.7 0.0
FGF21-1X-NT(PEG20K) 2.0 0.0
H126C 1X-PEG20K 2.3 0.0
R78C 1X-PEG20K ' 2.3 0.0
K70C 1X-PEG20K 2.0 0.0
G121C ]X—.PEG2OK 2.0 0.0
E38C I1X-PEG20K | 2.0 0.0
R176C 1X-PEG20K ' 3.0 (0.0
E92C 1X-PEG20K 2.7 0.0
N122C 1X-PEG20K 20 0.0
R127C 1X-PEG20K : 3.0 0.0
G114C 1X-PEG20K 2.7 0.0
D8OC 1X-PEG20K 2.0 (0.0
D47C 1X-PEG20K 3.0 0.0
H112C 1X-PEG20K _ 2.6 10.0
KS6R, K59R, K69R, K122R, R175K 2X-PEG20K]|0.0  [0.0
KS6R, KSOR, K69R, K122R, R77K 2X-PEG20K [0.0  [0.0
K56R, K59R, K69R, K122R, R72K 2X-PEG20K (0.0  {0.0

La Tabla 15 muestra los resultados de un estudio de vacuola murina de 7 dias

15  mediante el uso de vehiculos (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8.3), la_ forma N-terminal
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PEGilada de FGF21 asi como las formas PEGiladas de los mutantes FGF21 que
comprenden las mutaciones H125C, R77C, K69C, G120C, E37C, R175, E91C, N121C,
R126C. G113C, D79C, D46C y H112C. Una o dos moléculas de maleimida metoxi PEG
de 20 kDa se uso, como se indico en la tabla. Los indices de \/aéuola son un Intervalo,
siendo 0 ningun cambio observado en las vacuolas en relacion con el control y siendo 4 la
formacion de vacuolas grave. Como se desprende de la Tabla IS, todos los mutantes
FGF21 mono-PEGilados indujeron la formacion de vacuolas de rifion. Sin embargo,
ninguna de los dos mutantes FGF21 PEGilados indujo la formacion de vacuolas. También
se sefiald que no se observo vacuolizacion en los higados de los ratones.

Tras el estudio de una semana, un estudio créonico de 8 semanas se llevo a cabo.
En este estudio, varias moléculas de FGF21 PEGiladas se les administro una vez por
semana via inyeccion subcutanea durante 8 semanas a mujeres C57BL/6 ratones (5/grupo)
a dosis de 5 6 25 mg/kg, un control del vehiculo (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8.5) se
administro de la misma manera. Todos los animales se observaron para signos clinicos
una vez al dia antes de la administraciéon y 1-2 horas después de la dosis en los dias de
dosificacion; una vez al dia en dias de no administracion. Los-pesos corporales se
recogieron antes de cada administracién de una dosis a partir del dia 1 y luego en el tercer
dia después de cada dosis, y en la necropsia. Los rifiones, el higado y el bazo se
obtuvieron de todos los animales (sacrificio moribundo y la eutanasia final) para su
evaluacién histologica. |

Las Figuras 19A-19F es una serie de graticos que muestraﬁ los resultados de
cambio de peso observados durante el estudio de ocho semanas en vacuola renal mediante
el empleo de un vehiculo (cuadrados) y dos dosis de los mutantes FGF21 doblemente
PEGilados, es decir, 5 mg/kg (triangulos) y 25 mg/kg (circulos abiertos). Los mutantes
FGF21 estudiadas incluyen R77C, P171G (Figura 19A); E37C, R77C, P171G (Figura
19B); E37C. H125C, P171G (Figura 19C); E91C, H125C, P171G (Figura 19D); E37C,
P171G (Figura 19E) y R77C. P171G (Figura 19F). En la Figur.a 19A; un enfoque de
quimica mixta se empled. lo que guio a la PEGilacion N-terminal del mutante de FGF21,
asi como PEGilacion en el sitio de union al polimero introducido, la cisteina no natural en
77. En las Figuras 19B, 19D. un enfoque de la quimica individual se empleo, lo que guiod
a la PEGilacion en los sitios introducidos de union al polimero, los residuos de cisteina no
naturales (cisteinas en las posiciones 37 y 77 en la figura 19B, las posicionves 37y 125 en
la Figura 19C, y posiciones 91 y 125 en la figura 19D). Por ultimo, en las Figuras 19D y
19E, un solo bis-maleimida PEG se uso para unir dos mutantes FGF21, junto a los
residuos de cisteina no naturales (cisteina en la posicién 37 en la Figura 21E y la posicion

77 en la Figura 19F).
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La Figura 20 comprende dos graticos de barras que muestran la puntuacion media
de vacuolas renales observadas durante el estudio de de vacuolas renales por ocho
semanas para dos dosis. 5y 25 mg/kg, de seis mutantes FGF21 individuales o doblemente
PEGilados. Una puntuacion de 0 indica que no se observaron mas vacuolas que las
encontradas en los animales control, mientras que una puntﬁacién de 4 indica la
formacion de vacuolas graves en relacion con el control. Los mutantes FGF21 fueron los
mismos que los descritos en la Figura 19A-19E. Asi, para un constructo se empled un
enfoque de quimica mixta, lo que guié a PEGilacion N-terminal del mutante de FGF21,
ast conﬁo PEGilacién en el sitio introducido de unién al.polimero, la cisteina no natural en
77. Un enfoque de quimica individual se empled para otras tres construcciones, lo que
guio a PEGilacion en los sitios introducidos de union al polimero, los residuos de cisteina
no naturales (cisteinas en las posiciones 37 y 77 en una construcci{)n, las posiciones 37 y
125 en una segunda construccion o las posiciones 91 y 125 en la tercera construccidn).
Por ultimo, un Gnico bis-maleimida PEG se usé para unir dos mutantes FGF21, a los
residuos de cisteina no naturales (cisteina en la posicion 37, o la posicion 77). La

mutacion P171G se introdujo en cada una de.las seis construcciones.

Mientras que la invenciéon se describid en términos de varias realizaciones, se
entiende que se produciran las variaciones y modificaciones por aquellos con experiencia
en la materia. Por lo tanto, se pretende que las reivindicaciones anexas abarquen todas las
modificaciones equivalentes estan dentro del alcance de la invencion reivindicada.
Ademas, los titulos de las secciones que se usaron en la presente son para fines de
organizacion solamente y no debe interpretarse como limitaciéon .de la materia descrita.

Todas las referencias citadas en esta descripcion estan expresamente incorporadas

como referencia en la presente invencion.
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REIVINDICACIONES:

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de sec. con num. de ident.: 4 que tiene al menos
una sustitucion de aminoécidos que es:

(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175;

(b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69,

77,79, 87.91, 112, 113,120, 121, 125,126, 175, 170, vy 179;

(¢) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122;
(d) un residuo de glicina en la posicion 170;
(e) un residuo de glicina en la posiciéon 171;

y combinaciones de (a) — (e).

2. Un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de la

Reivindicacion 1.

3. Una célula huésped que comprende el vector de la Reivindicacidn 2.

b

La célula huésped de la Reivindicacion 3 que es una célula eucariota.

wn

La célula huésped de la Reivindicacion 3 que es una céhila procariota.

6. Un proceso de producir un polipéptido codificado por el vector de la
Reivindicaciéon 2 que comprende cultivar una célula huésped que comprende el vector de
la Reivindicaciéon 2 bajo condiciones adecuadas para expresar el polipéptido, y

opcionalmente aislar el polipéptido.
7. Un polipéptido producido por el proceso de la Reivindicacion 6.

8. El polipéptido de la Reivindicacion 7, que comprende, ademas, un residuo

de prolina o glicina afiadido al C-terminal del polipéptido.

9. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de sec.
con num. de ident.: 4 que tiene al menos una sustitucion de aminoacidos que es:
(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175;
(b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69,
77.79,87.91, 112, 113, 120. 121. 125,126, 175, 170, y 179;

(c) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 36, 59, 69, y 122; !\3
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(d) un residuo de glicina en la posicién 170;
(e) un residuo de glicina en la posicion 171;

y combinaciones de (a) — (e),

10. El polipéptido de la Reivindicacion 9, que comprende, ademas, un residuo

de prolina o glicina anadido al C-terminal del polipéptido.

11. El polipéptido aislado de.la Reivindicacion 9. en donde el polipéptido esta

covalentemente unido a uno o mas polimeros.

12. El polipéptido aislado de la Reivindicacidén 11, en donde el polipéptido

esta covalentemente unido a un polimero.

13. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 12, en donde el polimero es un

polimero soluble en agua.

14, El polipéptido aislado de la Reivindicacién 13, en donde el polimero
soluble en agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano,
celulosa, poli-(N-vinil pirrolidona) po‘lietilenglicolt homopolimero de propilenglicol,
copolimeros de 6xido de polipropileno /éxido de etileno, polioles polioxietilados, o

alcohol polivinilico.

15. El polipéptido aislado de la Retvindicacion 14, en donde el polimero

soluble en agua es PEG.

16. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 11, en donde el polimero es un

polimero ramificado.

17. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 9, en donde el polipéptido tiene

una porcion PEG covalentemente unida a su amino-terminal.

18. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 9, en donde el polipéptido esta

covalentemente unido a dos polimeros.

19. El polipébtido aislado de la Reivindicacion 18, en donde uno de los dos

4"

polimeros es un polimero soluble en agua.
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20. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 19, en donde el polimero

soluble en agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano,

celulosa, poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimero de propilenglicol,
copolimeros de oxido de polipropileno /0xido de etileno, polioles polioxietilados, o

alcohol polivinilico.

21. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 20, en donde el polimero

soluble en agua es PEG.

22. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 18, en donde uno de los

polimeros es ramiticado.

23. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 18, en donde los dos polimeros

son ramificados.

24. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 9, en donde el polipéptido tiene

una porcion PEG covalentemente unida a su amino-terminal.

25. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido aislado de la

Reivindicacidon 9 y un agente de formulacion farmacéuticamente aceptable.

26. La composicion farmacéutica de la Reivindicacion 25, en donde el agente
de formulacion farmacéuticamente aceptable es un portador, adyuvante, solubilizador,

estabilizante, o anti-oxidante.

27. Un método para tratar un trastorno metabdlico que comprende administrar
a un paciente humano necesitado del mismola composicion farmacéutica de la

Reivindicacion 26.

28. El método de la Reivindicacidén 27, en donde el trastorno metabdlico es
diabetes.

29. El método de la Reivindicacion 27, en donde el trastorno metabolico es
obesidad.
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30. Un 4acido nucleico aislado que codifica un polipéptido que comprendé la
secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 4 que tiene al meﬁos una sustitucion
de aminoacidos que es:

(a) un residuo de lisina en una o méas de las posiciones 30, 72, 77,126 y 175;

(b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46; 91, 69,

77,79,87,91, 112, 113,120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179;

(c) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122;
(d) un residuo de glicina en la posicion 170;
(e) un residuo de glicina en la posiciéon 171;

y combinaciones de (a) _ (e),
y que comprende adiciones, deleciones o sustituciones adicionales que hacen el
polipétido al menos 85% 1déntico a la sec. con num. de ident.:4, siempre que la al menos
una sustitucion de aminoacidos de la Reivindicacion 1(a) — (e) no sea modificada

adicionalmente.

31. Un vector que comprende la molécula de dacido nucleico de la

Reivindicacion 30.

32. Una célula huésped que comprende el vector de la Reivindicacion 31.

33. La célula huésped de la Reivindicacion 32 que es una célula eucariota.

34. La célula huésped de la Reivindicacion 32 que es una célula procariota.

35. Un proceso de producir un polipéptido codificado por el vector de la

Reivindicacion 30 que comprende cultivar una célula huésped que comprende el vector de
la Reivindicacién 30 bajo condiciones adecuadas para expresar el polipéptido, y

opcionalmente aislar el polipéptido.
36. Un polipéptido producido por el proceso de la Reivindicacion 35.

37. El polipéptido de la Reivindicacion 36, que comprende, ademds, un

residuo de prolina o glicina anadido al C-terminal del polipéptido.

38. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de sec.
con nim. de ident.: 4 que tiene al menos una sustitucion de aminoécidos que es:

(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175;

l(,\o
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(b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69,

77,79, 87,91, 112, 113,120, 121, 125, 126, 175, 170, y 179;

(c) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69,y 122;
(d) un residuo de g¢licina en la posicion 170;
(e) un residuo de glicina en la posicion 171;

y combinaciones de (a) - (e),
y que comprende adiciones, deleciones o sustituciones adicionales que hacen el
polipétido al menos 85% idéntico a la sec. con nim. de ident.:4, siempre que la al menos
una sustitucion de aminoacidos de la Reivindicacion 1(a) — (e) ﬁo sea modificada
adicionalmente. |
-

39. El' polipéptido de la Reivindicacion 38, que comprende, ademds, un

residuo de prolina o glicina anadido al C-terminal del polipéptido.

40. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 38, en donde el polipéptido

esta covalentemente unido a un polimero.

41. El polipéptido aislado deé la Reivindicacion 40, en donde el polimero es un

polimero soluble en agua.

42. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 41, en donde el polimero
soluble en agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano,
celulosa, poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimero de propilenglicol,

copolimeros de oxido de polipropileno /0xido de etileno, polioles polioxietilados, o

alcohol polivinilico.

43. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 42, -en donde el polimero

soluble en agua es PEG.

44. El polipéptido aislado de la Reivindicaciéon 40, en donde el polimero es

ramificado.

45. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 38, en donde el polipéptido

tiene una porcion PEG sencilla covalentemente unida a su amino-terminal.

46. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 38, en donde el polipéptido

esta covalentemente unido a dos polimeros. S
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47. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 46, en donde uno de los dos

polimeros es un polimero soluble en agua.

48. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 47, en donde el polimero
soluble en agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano,
celulosa, poli--(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimero de propilenglicol,
copolimeros de oxido de polipropileno /0xido de etileno, polioles polioxietilados, o

alcohol polivinilico.

49. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 48, en donde el polimero

soluble en agua es PEG.

50. El polipéptido aislado de la Reivindicacién 46, en donde los dos polimeros
son polimeros solubles en agua. '
51. El polipéptido aislado de la Reivindicacidén 50, en donde los polimeros
solubles en agua son independientemente polietilenglicol (PEG), monometoxi-
polietilenglicol, dextrano. celulosa, poli--(N-vinil  pirrolidona)  polietilenglicol,
homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de oxido de polipropileno /oxido de ‘

etileno, polioles polioxietilados, o alcohol polivinilico y combinaciones de los mismos.

52. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 46, en donde los dos polimeros

solubles en agua son PEG.

33. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 46, en donde uno de los

polimeros es ramificado.

54. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 46, en donde los dos polimeros

son ramificados.

35. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido aislado de la

Reivindicacion 38 y un agente de formulacion farmacéuticamente aceptable.

56. La composicion farmacéutica de la Reivindicacion 35, en donde el agente
de formulacion farmacéuticamente aceptable es un portador, adyuvante, solubilizador,

estabilizante, o anti-oxidante. d;“
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57. Un método para tratar un trastorno metabolico que comprende administrar
a un paciente humano necesitado del mismola composicion farmacéutica de la

Reivindicacion 56.

58. El método de la Reivindicacion 57, en donde el trastorno metabdlico es
diabetes.

59. El método de la Reivindicacion 57, en donde el trastorno metabolico es
obesidad.

60. Una composicion que comprende un primer polipéptido que comprende la

secuencia-de aminoécidos de sec. con num. de ident.: 4 opcionalmente que tiene al menos
una sustitucion de aminoacidos que es:
(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175;
(b) un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69,

77,79.87,91. 112,113, 120. 121, 125, 126, 175,170, y 179;

(¢) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69, y 122;
(d) un residuo de glicina en la posicion 170;
(e) un residuo de glicina en la posicion 171;

y combinaciones de (a) - (e),
unidos por un enlazador a un segundo polipéptido que comprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 4 opcionalmente con
al menos una sustitucion de aminoacidos que es:
(a) un residuo de lisina en una o mas de las posiciones 36, 72, 77, 126 y 175;
(b). un residuo de cisteina en una o mas de las posiciones 37, 38, 46, 91, 69,

77.79,87,91, 112, 113, 120, 121, 125, 126, 175, 170,y 179;

(c) un residuo de arginina en una o mas de las posiciones 56, 59, 69,y 122;
(d) un residuo de glicina en la posicion 170;
(e) un residuo de glicina en la posicion 171;

y combinaciones de (a) — (e).

61. El polipéptido de la Reivindicacién 60, en donde el primer, segundo o
ambos polipéptidos comprenden, ademads. un residuo de prolina o glicina anadido al C-

terminal del polipéptido.
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62. La composicion de la Reivindicacion 60, en donde el enlazador es un

péptido.

63. La composicion de la Reivindicacidén 60, en donde el enlazador es un

polimero insoluble en agua.

64. La composicion de la Reivindicacion 63, en donde el polimero soluble en

agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, poli-(N-

vinil pirrolidona) polietilenglicol. homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de

dxido de polipropileno /dxido de etileno. polioles polioxietilados. o alcohol polivinilico.

65. La composicion de la Reivindicacion 64, en donde el polimero soluble en

agua es PEG.

66.  La composicion de la Reivindicacion 60, en donde el primer, segundo o
los dos polipéptidos estan covalentemente unidos, ademds, a un polimero, ademas del

enlazador.

67. La composicién de la Reivindicacion 66, en donde el polimero es un

polimero soluble en agua.

68. La composicién de la Reivindicacion 67, en donde el polimero soluble en
agua es polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, poli-(N-
vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de

6xido de polipropileno /6xido de etileno, polioles polioxietilados. o alcohol polivinilico.

69. La composicion de la Reivindicacion 68, en donde el polimero soluble en

agua es PEG.

70. La composicion de la Reivindicacion 63, en donde el polimero es
ramificado.
71, La composicion de la Reivindicacion 60, en donde la composicion tiene

una porcion PEG sencilla covalentemente unida a su amino-terminal.

72. La composicion de la Reivindicacion 60, en donde la composicion esta

O\O

covalentemente unida a dos polimeros.
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73. La composicion de la- Reivindicacion 72, en donde uno de los dos

polimeros es un polimero soluble en agua.

74. La composicion de la Reivindicacion 73, en donde el polimero soluble en
agua es polietilenglicol (PEG). monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, poli-(N-
vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de

oxido de polipropileno /oxido de etileno, polioles polioxietilados, o alcohol polivinilico.

75. La composiciéon de la Reivindicacion 74, en donde el polimero soluble en

agua es PEG.

76. La composicion de la Reivindicacion 72, en donde los dos polimeros son

polimeros solubles en agua.

17. La composicion de la Reivindicacidon 76, en donde los polimeros solubles
en agua son independientemente polietilenglicol (PEG), monometoxi-polietilenglicol,
dextrano. celulosa, poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, copolimeros de o6xido de polipropileno /oxido de etileno, polioles

polioxietilados, o alcohol polivinilico y combinaciones de los mismos.

78. La composicion de la Reivindicacion 77, en donde los dos polimeros

solubles en agua son PEG.

79. El polipéptido aislado de la Reivindicacion 72, en donde uno de los

polimeros es ramificado.
80. El polipéptido aislado de 72 en donde los dos polimeros son ramificados.

81. Una composiciéon farmacéutica que comprende la composicion de la
Reivindicacién 60 y un agente de formulacion farmacéuticamente aceptable.

82. La composicion farmacéutica de la Reivindicacion 81, en donde el agente
. . ¢
de formulacion farmacéuticamente aceptable es un portador, adyuvante, solubilizador,

estabilizante, o anti-oxidante.

AN
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83. Un método para tratar un trastorno metabolico que comprende administrar
a un paciente humano necesitado del mismola composicién farmacéutica de la

Reivindicacion 81.

84. El método de la Reivindicacion 83 en donde el trastorno metabolico es
diabetes.

85. El método de la Reivindicacidén 83, en donde el trastorno metabdlico es
obesidad.
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P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> WALKER, Kenneth w.

GEGG, Jr. , Colin V.

HECHT, Randy I.

BELOUSKI, Edward J.

LI, Yue-Sheng

MICHAELS, Mark L. ‘

XU, Jing i

ELLISON, Murielle M, |
<120> MUTANTES FGF21 Y USOS DE LOS MiSMOS
<130> A-1451-US-PSP |
<140> 61/195761
<141> 2008-10-10
<160> 34
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 630
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 1
atggactcgg acgagaccgg gttcgagcac tcaggactgt gggtttctgt gctggctggt
cttctgctgg gagcctgcca ggcacacccc atccctgact ccagtcctcet cctgcaattce
gggggccaag tccggcagcg gtacctctac acagatgatg cccagcagac agaagcccac
ctggagatca gggaggatgg gacggtgggg ggcgctgctg accagagccc cgaaagtctce
ctgéagctga aagccttgaa gccgggagtt attcéaatct tgggagtcaa gacatccagg
ttcctgtgec agcggcecaga tggggcecctg tatggatcgc tccactttga ccctgaggcec
tgcagcttcc gggagctgct tcttgaggac ggatacaatg tttaccagtc cgaagcccac
ggcctcccge tgcacctgcc agggaacaag tccccacacc gggaccctgc accccgagga
ccagctcgcet tcctgccaét accaggcctg ccccccgeac ccccggagec acccggaatce
ctggccccce ageccccecga tgtgggetcc tcggaccctc tgagcatggt gggaccttcec
cagggccgaa gccccagcta cgcttcctga
<210> 2
<211> 209
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

1

10

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp val Ser
5

15

val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala C%s GIn Ala His Pro Ile Pro

Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gin P
35

20

4

25

Pagina 1

|
he Gly Gly GIn val Arg GIn Arg Tyr
0 45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630

W\



LISTADO

His

60

ser

GlIn

Gly

Arg

His

140

Pro

Pro

val

ser

Leu

Pro

Ile

Ala

Glu

125

Gly

Ala

Ala

Gly

Pro
205

SEC

Glu Ile Arg

Ser Leu

Glu
80

Leu Gly val

95

Leu
110

Tyr Gly

Leu Leu Leu

Leu Pro Leu

Pro

Arg

Pro
175

Pro

Ser Ser

190

ser Tyr

gccaagtccg
agatcaggga
agctgaaagc
tgtgccageg
gcttccggga
tcccgetgea
ctcgecttect
ccecececagec

gccgaagccc

P- 2878 TRADUCCION
Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln GIn Thr Glu Ala
50 55
i
Glu Asp Gly Thr val Gly Gly Ala Ala Asp Gln
65 70 75
Leu GIn Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly val Ile
85 90 -
Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys GIn Arg Pro Asp
100 105 '
Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe
115 120
Glu Asp Gly Tyr Asn val Tyr Gln Ser Glu Ala
130 135
His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp
145 150 155
Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro
165 170
Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro GIn Pro Pro Asp
180 185
Pro Leu Ser Met val Gly Pro Ser GIn Gly Arg
195 200
ser
<210> 3
<211> 546
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 3
caccccatcc ctgactccag tcctctcctg caattcgggg
ctctacacag atgatgccca gcagacagaa gcccacctgg
gtggggggcg ctgctgacca gagccccgaa agtctcctge
ggagttattc aaatcttggg agtcaagaca tccaggttcc
gccctgtatg gatcgctcca ctttgaccect gaggéctgca
gaggacggat acaatgttta ccagtccgaa gcccécggcc
aacaagtccc cacaccggga ccctgcaccc cgaggaccag
ggcctgeccee ccgecacccce ggagccacce ggaatcctgg
ggctcctcgg accctctgag catggtggga ccttcccagg
Pagina 2

gcagcggtac
ggatgggacg
cttgaagccg
gccagatggg
gctgcttctt
cctgccaggg
gccactacca
ccccgatgtg

cagctacgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540

WA



P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC

tcctga ' 546
<210> 4

<211> 181

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4

His Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly GIn val
1 5 10 15

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln GIn Thr Glu Ala His
20 25 30

Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser
35 40 45

Pro Glu Ser Leu Leu GIn Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly val Ile Gln
50 55 60

Ile Leu Gly val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly
65 70 75 80

Ala Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg
85 90 95

Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn val Tyr GIn Ser Glu Ala His
100 105 110

Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro
115 120 125

Ala Pro Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro
130 135 140

Ala Pro Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp val
145 150 155 160

Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met val Gly Pro Ser GIn Gly Arg Ser
165 170 175

Pro Ser Tyr Ala Ser

180
<210> 5
<211> -6
<212> PRT
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
Pagina 3



P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(2)
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(5 i
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO
<400> 5

Xaa Xaa Ash Xaa Xaa Gly

1 5 |
|

<210> 6

<211> 4

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Secuencia enlazadora

<400> 6

Gly Gly Gly Gly
1

<210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 7

Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 8

Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 9
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pP- 2878 TRADOCCION LISTADO SEC
Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 10

<211> 25

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 10

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly igr Gly Gly Gly Gly Sgr Gly
1 5 1

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20

25
<210> 11 |
<211> 6
<212> PRT i
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL [
<220>
<223> Secuencia enlazadora
<400> 11

Gly Gly Glu Gly g]y Gly
1

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 12

Gly Gly Glu Glu Glu Gly Gly Gly
1 5

<210> 13 E
<211> 5 !
<212> PRT |
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Secuencia enlazadora

<400> 13

Gly Glu Glu Glu Gly

1 5

<210> 14

<211> 4

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
pPagina 5



P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC

<220>
<223> Secuencia enlazadora
<400> 14

Gly Glu Glu Glu |
1

<210> 15

<211> 6

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 15

§1y Gly Asp Gly g1y Gly

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora

<400> 16 |
Gly Gly Asp Asp Asp Gly Gly ’
1 5

<210> 17

<211> 5

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400>

Gly Asp Asp Asp Gly
1 5

<210> 18

<211> 4

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 18

Gly Asp Asp Asp
1

<210> 19
<211> 21
<212> PRT

Pagina 6
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<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> sSecuencia enlazadora

<400> 19
Gly Gly Gly Gly Ser Asp Asp
1 5

Gly Gly Gly Gly Ser
20

<210> 20
<211> 5
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Secuencia enlazadora

<400> 20

Trp Glu Trp Glu Trp
1 5

<210> 21

<211> 5

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 21
Phe Glu Phe Glu Phe

1 5

<210> 22

<211> 6

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora
<400> 22

Glu Glu Glu Trp Trp Trp
1 5

<210> 23

<211> 6

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia en1azadora
<400> 23

Glu Glu Glu Phe Phe Phe

2878 TRADUCCION LISTADO SEC

Ser Asp Glu Gly Ser Asp Gly Glu Asp
10 15
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P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC

1 5

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220> !
<223> Secuencia enlazadora

<400> 24

Trp Trp Glu Glu Glu Trp Trp
1 5

<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Secuencia enlazadora

<400> 25

Phe Phe Glu Glu Glu Phe Phe

1 5

<210> 26

<211> 6

<212> PRT :

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL i
|

<220> |
1

<223> Secuencia enlazadora

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1..(2) )
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(5) ]
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO
<400> 26

Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Gly
5

1

<210> 27

<211> 6

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (D..(2)
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P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(5)

<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO

<400> 27

Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Gly
1 5

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia enlazadora

<220> :
<221> MISC_FEATURE i
<222> (1)..(2) |
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(5) ' .
<223> X ES INDEPENDIENTEMENTE CUALQUIER RESIDUO DE AMINOACIDO
<400> 28

Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Gly

i 5

<210> 29

<211> 27

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Secuencia cebadora

<400> 29

atggtggaac cttcccaggg ccgaagce 27
<210> 30 |
<211> 50 |
<212> ADN !
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Secuencia cebadora

<400> 30

ctcctecggac cctctgagca tggtgggacc ttcccagggc cgaagceccca 50
<210> 31

<211> 50

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
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. P- 2878 TRADUCCION LISTADO SEC
<223> Secuencia cebadora

<400> 31 i
gaggagcctg ggagactcgt accaccctgg aagggtcccg gcttcggggt

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia cebadora
<400> 32

ggaaggttcc accatgctca gagggtccga

<210> 33

<211> 40

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Secuencia cebadora
<400> 33

aggaggaata acatatgcat ccaattccag attcttctcc

<210> 34

<211> 33

<212> ADN . %
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL :
<220>

<223> Secuencia cebadora

<400> 34

tagtgagctc gaattcttag gaagcgtagc tgg

Pagina 10
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Doctor(a)

RODRIGUEZ D° ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
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REFERENCIA ' Radicacion No. 11 043102
Solicitud internacional PCT/US2009/60045
Fecha inicio fase nacional 10/05/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. g0g241

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cdédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion. '
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Continuacion radicado No: 11 043102

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)

AL
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