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COMPUESTOS ANTIDIABÉTICOS 

 

 La presente invención se refiere a nuevos compuestos que promueven 

la secreción de insulina y disminuyen los niveles de glucosa en sangre, y a 

procedimientos para fabricar y usar estos compuestos. 5 

ANTECEDENTES 

 La diabetes de tipo II es la forma de diabetes más frecuente. Esta 

enfermedad se produce por resistencia a la insulina y fallo de células β 

pancreáticas, lo cual tiene como resultado una secreción disminuida de insulina 

estimulada por glucosa. El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 21, un 10 

miembro de la familia de FGF, se ha identificado como un regulador 

metabólico, y se expresa preferentemente en el tejido hepático y adiposo y 

ejerce sus actividades biológicas a través del receptor de la superficie celular 

compuesto por FGFR1c y β-Klotho en células diana tales como las de los 

tejidos hepático y adiposo (documentos WO0136640 y WO0118172). Se cree 15 

que el complejo de receptor desencadena la señalización citoplásmica y regula 

positivamente la expresión de GLUT1 a través de la ruta Ras/MAP quinasa. Su 

capacidad para proporcionar un control prolongado de glucosa y lípidos y para 

mejorar la sensibilidad a la insulina y la función de las células β, sin causar 

ningún efecto adverso apreciable en entornos preclínicos, ha hecho del FGF21 20 

un agente terapéutico atractivo para la diabetes de tipo 2 y trastornos 

metabólicos asociados. 

 Se han realizado varios esfuerzos dirigidos al desarrollo de terapias 

basadas en FGF21. Los documentos WO2006065582, WO2006028714, 

WO2006028595 y WO2005061712 se refieren a muteínas de FGF21, que 25 
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comprenden sustituciones de aminoácidos individuales. El documento 

WO2006078463 está dirigido a un procedimiento para el tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares usando FGF21. El documento WO2005072769 

se refiere a procedimientos para el tratamiento de diabetes usando 

combinaciones de FGF21 y tiazolidinadiona. El documento WO03059270 se 5 

refiere a procedimientos para reducir la mortalidad de pacientes críticamente 

enfermos, que comprenden administrar FGF21. El documento WO03011213 se 

refiere a un procedimiento para el tratamiento de diabetes y obesidad, que 

comprende administrar FGF21. 

 Sin embargo, muchas de estas terapias propuestas presentan el 10 

problema de que el FGF21 tiene una semivida in vivo de entre 1,5 y 2 h en 

seres humanos. Para superar este inconveniente se han realizado diversos 

intentos. Los documentos WO2005091944, WO2006050247 y WO2008121563 

desvelan moléculas de FGF21 unidas a PEG mediante restos de lisina o de 

cisteína, grupos glucosilo y restos de aminoácidos no naturales, 15 

respectivamente. El documento WO2005113606 describe moléculas de FGF21 

fusionadas de forma recombinante mediante su extremo C a moléculas de 

albúmina e inmunoglobulina usando engarces de poliglicina. 

 Sin embargo, el desarrollo de conjugados de proteína para producir 

productos farmacéuticos útiles, rentables, presenta varios cambios 20 

significativos y a veces conflictivos: debe encontrarse un equilibrio entre la 

eficacia in vivo, la semivida in vivo, la estabilidad durante el almacenamiento in 

vitro y la facilidad y eficacia de fabricación, incluyendo la eficacia y 

especificidad de conjugación. En general, es obligatorio que el proceso de 

conjugación no elimine o reduzca significativamente la acción biológica 25 
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deseada de la proteína en cuestión. Las interacciones proteína-proteína 

necesarias para el funcionamiento pueden requerir que múltiples regiones de la 

proteína actúen simultáneamente, y la alteración de cualquiera de ellas por la 

presencia cercana de un conjugado puede interferir con el sitio o sitios activos, 

o producir suficientes modificaciones en la estructura terciaria como para 5 

reducir la función del sitio activo. A menos que la conjugación se realice a 

través del extremo N’ o C’, pueden necesitarse mutaciones internas para 

facilitar la unión. Estas mutaciones pueden tener efectos impredecibles sobre la 

estructura y función de la proteína. Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad 

de productos terapéuticos alternativos basados en FGF21. 10 

 La referencia a cualquier técnica en esta memoria descriptiva no es y no 

debe considerarse una admisión de ninguna forma o sugerencia de que la 

técnica mencionada forme parte del conocimiento general común. 

Sumario de la invención 

 La presente invención se refiere a una composición que comprende una 15 

molécula de FGF21 unida covalentemente al sitio de combinación de un 

anticuerpo mediante un engarce, en la que el engarce está unido 

covalentemente a la cadena lateral de un resto de unión dentro de FGF21. 

 El resto de unión puede ser cisteína o lisina. El resto de unión puede 

estar localizado en una posición seleccionada del grupo que consiste en los 20 

restos de aminoácidos número 56, 59, 69, 79, 86, 122, 125 y 129, de acuerdo 

con la numeración de la SEC ID Nº: 1. El resto de unión puede localizarse en 

una posición seleccionada del grupo que consiste en los restos de aminoácidos 

número 56, 59, 86 y 122 de acuerdo con la numeración de la SEC ID Nº: 1. El 

resto de unión puede localizarse en una posición seleccionada del grupo que 25 
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consiste en los restos 79, 125 y 129 de acuerdo con la numeración de la SEC 

ID Nº: 1.  

 En algunos aspectos, la invención proporciona una composición que 

comprende una molécula de FGF21 conectada covalentemente a al menos un 

radical que aumenta la semivida en un resto de unión localizado en el resto 5 

número 56, 59, 69, 79, 86, 122, 125 y/o 129 de acuerdo con la numeración de 

la SEC ID Nº: 1. En algunos aspectos, la molécula de FGF21 está conectada 

covalentemente a un resto que aumenta la semivida. En algún aspecto, el resto 

de unión selecciona del grupo que consiste en los restos número 79, 125 y 129. 

La expresión “resto que aumenta la semivida” se refiere a cualquier molécula 10 

que cuando está conectada a la molécula de FGF21, aumenta la semivida 

circulante de la molécula de FGF21 y/o inhibe o reduce la eliminación renal de 

la molécula de FGF21. Los ejemplos de restos que aumentan la semivida 

incluyen polímeros que contienen PEG, mPEG, fosforilcolina, dominios Fc, Fab, 

Fab’, F(ab’)2, Fv, dsFv, scFv, VH, VL, diacuerpos, minicuerpos, anticuerpos, 15 

anticuerpos catalíticos (analizados más adelante), proteínas (tales como 

albúmina) y otras macromoléculas conocidas en la técnica. 

 La cadena lateral de resto de unión puede comprender un grupo tiol. El 

resto de unión puede ser cisteína. 

 La molécula de FGF21 puede comprender la SEC ID Nº: 3: La molécula 20 

de FGF21 puede comprender la SEC ID Nº: 4. La molécula de FGF21 puede 

comprender una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID 

Nº: 3, SEC ID Nº: 4, SEC ID Nº: 5, SEC ID Nº: 6, SEC ID Nº: 7, SEC ID Nº: 8, 

SEC ID Nº: 9, SEC ID Nº: 10, SEC ID Nº: 11, SEC ID Nº: 12 y SEC ID Nº: 13. 

 El resto de unión puede localizarse en la posición 125 de acuerdo con la 25 
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numeración de la SEC ID Nº: 1. La molécula de FGF21 puede comprender una 

secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 

4, SEC ID Nº: 5, SEC ID Nº: 6 y SEC ID Nº: 7. En algunas realizaciones, la 

secuencia de la FGF21 es la SEC ID Nº: 7. 

 El resto de unión puede localizarse en la posición 129 de acuerdo con la 5 

numeración de la SEC ID Nº: 1. La molécula de FGF21 puede comprender una 

secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 

4, SEC ID Nº: 8, SEC ID Nº: 9 y SEC ID Nº: 10. En algunas realizaciones, la 

secuencia de FGF21 es la SEC ID Nº: 10. 

 El resto de unión puede localizarse en la posición 79 de acuerdo con la 10 

numeración de la SEC ID Nº: 1. La molécula de FGF21 puede comprender una 

secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 

4, SEC ID Nº: 11, SEC ID Nº: 12 y SEC ID Nº: 13. En algunas realizaciones, la 

secuencia de FGF21 es la SEC ID Nº: 13. 

 En algunas realizaciones, el resto de unión puede estar localizado en 15 

una posición seleccionada del grupo que consiste en 1, 2, 56, 59, 69 y 122, de 

acuerdo con la numeración de la SEC ID Nº: 1. En algunas realizaciones, el 

resto de unión puede localizarse en una posición seleccionada del grupo que 

consiste en 1, 2, 56, 59 y 122, de acuerdo con la numeración de la SEC ID Nº: 

1. El resto de unión puede ser lisina. La molécula de FGF21 puede comprender 20 

la SEC ID Nº: 17. La molécula de FGF21 puede comprender una secuencia 

seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 18, SEC ID Nº: 19, SEC 

ID Nº: 20, SEC ID Nº: 21 y SEC ID Nº: 23. 

 En el documento US2009098130, cuyo contenido se incorpora por 

referencia en el presente documento, se desvelan algunos engarces 25 
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adecuados. En particular, en la presente memoria se incluyen aspectos del 

documento US2009098130 relacionados con las fórmulas generales que 

describen engarces, estructuras de engarce específicas, síntesis de engarces y 

combinaciones de diferentes elementos de grupos X, Y y Z como se describe 

específica y generalmente en el presente documento. El engarce puede ser 5 

lineal o ramificado, y opcionalmente incluye uno o más grupos carbocíclicos o 

heterocíclicos. La longitud del engarce puede considerarse en términos del 

número de átomos lineales, contándose los restos cíclicos tales como anillos 

aromáticos y similares tomando la vía más corta alrededor del anillo. En 

algunas realizaciones, el engarce tiene un tramo lineal de entre 5-15 átomos, 10 

en otras realizaciones 15-30 átomos, en otras realizaciones adicionales 30-50 

átomos, en otras realizaciones adicionales 50-100 átomos y aún en otras 

realizaciones 100-200 átomos. Otras consideraciones del engarce incluyen el 

efecto sobre propiedades físicas o farmacocinéticas del compuesto resultante, 

tales como solubilidad, lipofilia, hidrofilia, hidrofobia, estabilidad (más o menos 15 

estable así como degradación planificada), rigidez, flexibilidad, 

inmunogenicidad y modulación de la unión de anticuerpos, la capacidad de 

incorporarse en una micela o liposoma, y similares. 

 En algunos aspectos de la invención, el compuesto comprende un 

engarce unido covalentemente a la cadena lateral del resto de unión. El 20 

engarce puede comprender la fórmula: X-Y-Z; en la que X es una cadena de 

conexión biológicamente compatible que incluye cualquier átomo seleccionado 

del grupo que consiste en C, H, N, O, P, S, F, Cl, Br e I, y puede comprender 

un polímero o copolímero de bloque, y está unida covalentemente al resto de 

unión en el que el engarce es lineal, Y es un grupo de reconocimiento 25 
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opcionalmente presente que comprende al menos una estructura en anillo; y Z 

es un resto de unión que comprende un enlace covalente con una cadena 

lateral de aminoácido en un sitio de combinación de un anticuerpo. 

 Cuando está presente, Y puede tener la estructura opcionalmente 

sustituida: 5 

b
a

e
d

c

  o  

a

d

c
f

 

en la que a, b, c, d y e son independientemente carbono o nitrógeno; f es 

carbono, nitrógeno, oxígeno o azufre; Y está unido a X y Z independientemente 

en dos posiciones cualesquiera del anillo de valencia suficiente; y no más de 

cuatro de a, b, c, d, e, o f son simultáneamente nitrógeno y, preferentemente, a, 10 

b, c, d y e en la estructura del anillo son, cada uno, carbonos. En algunos 

aspectos, Y puede ser fenilo. Aunque sin desear quedar ligado a ninguna 

teoría, se cree que el grupo Y puede ayudar a colocar el grupo reactivo en un 

sitio de combinación de anticuerpo de manera que el grupo Z pueda reaccionar 

con una cadena lateral de aminoácido reactiva. 15 

 El engarce puede diseñarse de manera que contenga un grupo reactivo 

capaz de formar de manera covalente o no covalente un enlace con una 

macromolécula, tal como un anticuerpo, proteína o fragmentos de los mismos. 

El grupo reactivo se selecciona para su uso con un resto reactivo en un sitio de 

combinación particular. Por ejemplo, un resto químico para modificación por un 20 

anticuerpo de aldolasa puede ser una cetona, dicetona, beta lactama, 

halocetona de éster activo, lactona, anhídrido, maleimida, alfa-haloacetamida, 

ciclohexil dicetona, epóxido, aldehído, amidina, guanidina, imina, enamina, 

fosfato, fosfonato, epóxido, aziridina, tioepóxido, dicetona enmascarada o 
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protegida (por ejemplo, cetal), lactama, halocetona, aldehído y similares. En 

realizaciones de la presente invención que unen un péptido de la invención con 

un engarce, Z es el grupo reactivo. 

 En algunas realizaciones, Z, antes de la conjugación con la cadena 

lateral de un resto en el sitio de combinación de un anticuerpo, incluye uno o 5 

más grupos C=O dispuestos para formar una azitidinona, dicetona, una acil 

beta-lactama, un éster activo, una halocetona, un grupo ciclohexil dicetona, un 

aldehído, una maleimida, un alqueno activado, un alquino activado o, en 

general, una molécula que comprende un grupo saliente susceptible al 

desplazamiento nucleófilo o electrófilo. Otros grupos pueden incluir una 10 

lactona, un anhídrido, una alfa-haloacetamida, una imina, una hidrazida o un 

epóxido. Los grupos reactivos electrófilos de engarce ejemplares que pueden 

unirse covalentemente a un grupo nucleófilo reactivo (por ejemplo, una cadena 

lateral de lisina o cisteína) en un sitio de combinación de anticuerpo incluyen 

acil beta-lactama, dicetona simple, éster activo de succinimida, maleimida, 15 

haloacetamida con engarce, halocetona, ciclohexil dicetona, aldehído, amidina, 

guanidina, imina, enamina, fosfato, fosfonato, epóxido, aziridina, tioepóxido, 

una dicetona enmascarada o protegida (un cetal, por ejemplo), lactama, 

sulfonato y similares, grupos enmascarados C=O tales como iminas, cetales, 

acetales y cualquier otro grupo electrófilo conocido. En algunas realizaciones, 20 

el grupo reactivo incluye uno o más grupos C=O dispuestos para formar una 

acil beta-lactama, dicetona simple, éster activo de succinimida, maleimida, 

haloacetamida con engarce, halocetona, ciclohexil dicetona o aldehído. Z 

puede ser un alquilo sustituido, cicloalquilo sustituido, arilo sustituido, arilalquilo 

sustituido, heterociclilo sustituido o heterociclilalquilo sustituido, en el que al 25 
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menos un sustituyente es un resto 1,3-dicetona, una acil beta-lactama, un éster 

activo, una alfa-halocetona, un aldehído, un maleimida, una lactona, un 

anhídrido, una alfa-haloacetamida, una amina, una hidrazina o un epóxido. El 

grupo Z puede estar unido covalentemente a un armazón macromolecular que 

puede proporcionar una mayor semivida a los péptidos de la invención. El 5 

grupo Z, si está presente, puede unirse covalentemente al sitio de combinación 

de un anticuerpo. 

 En algunos aspectos, antes de la conjugación (por ejemplo, con el sitio 

de combinación de un anticuerpo), Z tiene la estructura. 

O O

q   o  

N

O O

q

 10 

 

en la que q=0-5. q puede ser 1 o 2. q puede ser 1. En otros aspectos, q puede 

ser 2. 

 En algunos aspectos, después de la conjugación con el sitio de 

combinación del anticuerpo, Z tiene la estructura:  15 

 o  

en la que q=0-5 y el Anticuerpo-N es un enlace covalente con una cadena 

lateral en un sitio de combinación de un anticuerpo, q puede ser 1 o 2. q puede 

ser 1. En otros aspectos, q puede ser 2. 

 X puede ser un grupo que comprende tres componentes; Xp-Xs-Xy, en 20 

el que Xp es un grupo adaptado específicamente para ser combinable con la 

cadena lateral del resto de unión de la proteína FGF21, Xs es una región 
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espaciadora del grupo X, y Xy es un grupo adaptado para unirse al grupo Y. En 

algunos aspectos, Xy se selecciona de un enlace amida, un enlace enamida o 

un enlace guanidinio. Xy puede seleccionarse para proporcionar una molécula 

de hidrógeno adyacente (a una distancia menor o igual a dos átomos) al grupo 

Y. Aunque sin desear quedar ligado a ninguna teoría, se cree que el átomo de 5 

H puede ayudar al reconocimiento del grupo Y de un bolsillo hidrófobo a través 

de la interacción del enlace de H, particularmente con respecto al bolsillo 

hidrófobo de la hendidura de unión de un anticuerpo catalítico, tal como h38C2. 

Por lo tanto, el enlace amida, por ejemplo, puede orientarse de tal manera que 

el grupo NH esté unido directamente al grupo Y, proporcionando el H del grupo 10 

NH para la unión al hidrógeno. Como alternativa, el grupo C=O de una amida 

puede estar unido al grupo Y, con el H del grupo NH hasta 2 átomos adyacente 

al grupo Y, pero aún disponible para la formación de enlaces de H. En algunas 

realizaciones, Xy está ausente. En algunas realizaciones, el grupo Xy tiene la 

fórmula: 15 

 

En algunos aspectos, Xs se selecciona de manera que Xs no 

proporcione ningún grupo demasiado reactivo. Xs puede seleccionarse para 

proporcionar una longitud total de los grupos X de entre 2-15 átomos. Xs puede 

seleccionarse de manera que la longitud total del grupo X esté entre 2 y 10 20 

átomos. Xs puede seleccionarse de manera que la longitud total del grupo X 

sea de 4-8 átomos. Xs puede seleccionarse de manera que la longitud total del 

grupo X sea de 5 átomos. Xs puede seleccionarse de manera que la longitud 

total del grupo X sea de 6 átomos. En algunos aspectos, Xs puede comprender 



11 

una de las siguientes fórmulas: 

 

,  

  y . 

en las que n= 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10, y m está presente o ausente; n puede 5 

ser 1, 2, 3, 4, 5 o 6; n puede ser 1, 2, 3 o 4; n puede ser 1; n puede ser 2; n 

puede ser 3; y n puede ser 4. 

 En algunos aspectos, Xs comprende una de las siguientes fórmulas: 

  (ejemplificado en L1 y L2) 

   (ejemplificado en L3 y L7) 10 

  (ejemplificado en L4) 

    (ejemplificado en L5) 

     (ejemplificado en L6) 

(ejemplificado en L8) 



12 

 Xp se selecciona de manera ideal para permitir una estrategia de unión 

covalente direccional específica al resto de unión de la proteína FGF21. Por 

ejemplo, cuando el resto de unión comprende un grupo nucleófilo, Xp puede 

ser un grupo electrófilo y viceversa. Por ejemplo, si la cadena lateral del resto 

de unión comprende un grupo amina, tal como K, H, Y, ornitina, Dap o Dab, Xp 5 

puede ser COOH, u otro electrófilo reactivo de forma similar. Si el resto de 

unión es D o E, Xp puede comprender un grupo nucleófilo, tal como un grupo 

amina. Cualquiera de estas estrategias permite que se forme un enlace 

covalente entre el grupo Xp y el resto de unión mediante estrategias de 

formación de enlaces amida. Cuando el grupo de unión es un grupo amina, Xp 10 

puede comprender la fórmula: 

  

 Cuando el resto de unión es C, homólogos de C u otros restos que 

contengan grupos tiol, Xp puede comprender un grupo maleimida (o similar) 

que permita una estrategia de reacción de adición de tiol-maleimida para unir 15 

covalentemente el grupo Xp al resto de unión. En algunos aspectos, Xp 

también puede comprender un grupo tiol, que permite formar un puente 

disulfuro entre el resto de unión y el grupo Xp. En algunos aspectos, Xp puede 

ser maleimida: 

 20 

en la que flecha indica el punto de unión del resto de unión de FGF21 y la línea 

paralela representa la unión al grupo Y del engarce. Cuando el resto de unión 
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de FGF21 es un resto de cisteína, u otra cadena lateral portadora de tiol, el 

mecanismo de conjugación puede ser el siguiente: 

 

 En algunos aspectos, el grupo Xp comprende una maleimida sustituida: 

 5 

 En algunos aspectos, los componentes XY del engarce antes de la 

conjugación y después de la conjugación pueden seleccionarse entre los 

siguientes: 

XY-1 

  10 

XY-2 

 

       

XY-4 
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 Los componentes XY-1, XY-2, XY-3 y XY-4 son particularmente útiles en 

realizaciones que se conjugan con una cadena lateral portadora de un grupo 

tiol en la molécula de FGF21. 5 

 En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-1 (L1): 

    L1 

 Cuando L1 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L-1 

puede comprender la fórmula: 

 Ab-L1 10 

 Cuando L1 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L1-FGF21 

puede comprender la fórmula: 

 L1-FGF21 

 Cuando L1 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L1-FGF21 puede comprender la fórmula: 15 
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Ab-L1-FGF21 

 En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-2 (L2): 

N

OO

N O
O

N

O O

N

O

O   L2 

 Cuando L2 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L2 

puede comprender la fórmula: 5 

Ab-L2 

 Cuando L2 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L2-FGF21 

puede comprender una de las siguientes fórmulas: 

 L2-FGF21 

L2-FGF21 10 

 Cuando L2 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L2-FGF21 puede comprender una de las siguientes 

fórmulas: 
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Ab-L2-FGF21 

 En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-3 (L3): 

NO
ON

O

O

ON

OO    L3 5 

 Cuando L3 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L3 

puede comprender la fórmula: 

  Ab-L3 

 Cuando L3 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L3-FGF21 

puede comprender una de las siguientes fórmulas: 10 

 L3-FGF21 
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 Cuando L3 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L3-FGF21 puede comprender la fórmula: 

 

Ab-L3-FGF21 5 

 En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-4 (L4) 

N

O

O

N

OO

N O
O

NH

O

O     L4 

 Cuando se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L4 puede 

comprender la fórmula: 

 Ab-L4 10 

 Cuando se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L4-FGF21 

puede comprender la fórmula: 
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 L4-FGF21 

 Cuando L4 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo L4-FGF21 puede comprender la fórmula: 

 5 

Ab-L4-FGF21 

 En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-5 (L5): 

     L5 

 Cuando L5 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L5 

puede comprender la fórmula: 10 

   Ab-L5 

 Cuando L5 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L5-FGF21 

puede comprender la fórmula: 
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   L5-FGF21 

 Cuando L5 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L5-FGF21 puede comprender la fórmula: 

 Ab-L5-FGF21 

 5 

En algunos aspectos, el engarce puede ser el Engarce-6 (L6). 

N
O

O

H
N

O

O
OH

O

      L6 

Cuando L6 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L5 

puede comprender la fórmula: 

     Ab-L6 10 

Cuando L6 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L6-FGF21 

puede comprender la misma fórmula que para L5-FGF21. De manera similar, 

cuando L6 se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el complejo 
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anticuerpo-L6-FGF21 puede comprender la misma fórmula que para Ab-L5-

FGF21. 

En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-7 (L7): 

      L7 

Cuando se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L7 puede 5 

comprender la fórmula:  

   L7-FGF21 

Cuando se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo, L7-FGF21 

puede comprender la fórmula:  

   Ab-L7 10 

Cuando se conjuga con el anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L7-FGF21 puede comprender la fórmula: 

Ab-L7-FGF21 

En algunas realizaciones, el engarce puede ser el Engarce-8 (L8): 
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    L8 

Cuando L8 se conjuga con el anticuerpo, el complejo anticuerpo-L8 

puede comprender la fórmula: 

 Ab-L8 

Cuando L8 se conjuga con la molécula de FGF21, el complejo L8-FGF21 5 

puede comprender la fórmula:  

 L8-FGF21 

Cuando L8 se conjuga con anticuerpo y la molécula de FGF21, el 

complejo anticuerpo-L8-FGF21 puede comprender la fórmula: 

Ab-L8-10 

FGF21 

En algunas realizaciones, el conjugado Ab-engarce-FGF21 puede tener 

la fórmula: 
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en la que el sitio de combinación del Anticuerpo está unido covalentemente al 

engarce, S-FGF21 es el enlace covalente con una cadena lateral portadora de 

tiol en una molécula de FGF21, n=1 o 2 o 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10; n puede ser 

1, 2, 3, 4, 5 o 6; n puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4, y 5 

m es opcional. M puede estar ausente. M puede estar presente. 

En algunas realizaciones, el conjugado Ab-engarce-FGF21 puede ser de 

fórmula: 

 

en la que el sitio de combinación del Anticuerpo está unido covalentemente al 10 

engarce, S-FGF21 es un enlace covalente con una cadena lateral portadora de 

tiol en una molécula de FGF21, n=1 o 2 o 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10; n puede ser 

1, 2, 3, 4, 5 o 6; n puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4.  

En algunas realizaciones la composición comprende fórmula: 

 15 

en la que el Anticuerpo es un enlace covalente con el sitio de combinación de 

un anticuerpo, S-FGF21 es un enlace covalente con una cadena lateral 

portadora de tiol en una molécula de FGF21. En algunas realizaciones, la 
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molécula de FGF21 comprende la SEC ID Nº: 10. En algunas realizaciones, la 

molécula de FGF21 comprende la SEC ID Nº: 7.  

 En algunos aspectos, la invención se refiere a los engarces y 

componentes de engarce como se describen en el presente documento, 

particularmente, pero sin limitación, a los grupos X descritos en el presente 5 

documento. En algunos aspectos, la invención se refiere a composiciones que 

comprenden un anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo, conjugado 

covalentemente con un engarce o grupo de engarce como se describe en el 

presente documento. En algunos aspectos, el engarce o grupo de engarce 

adicionalmente puede conjugarse directa o indirectamente con un péptido o 10 

proteína. Será evidente que la utilidad de los engarces y de los conjugados de 

engarce y anticuerpo no se limita por la aplicación con moléculas de FGF21, y 

que dichos conjugados Ab-engarce pueden ser conjugados con otros péptidos, 

proteínas y agentes terapéuticos y de dirección. Para estos propósitos, puede 

entenderse que las mismas estructuras descritas en el presente documento 15 

que representan S-FGF21 y NH-FGF21 se aplican a otras proteínas, péptidos y 

moléculas terapéuticas y de dirección; reemplazándose la nomenclatura FGF21 

de la estructura representada por dicha proteína, péptido o molécula. 

En algunos aspectos, la invención proporciona un engarce de fórmula 

 20 

en la que n=1, o 2 o 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10; n puede ser 1, 2, 3, 4, 5 o 6; n 

puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4. M puede estar 

ausente. M puede estar presente. 
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En algunos aspectos, la invención proporciona un engarce de fórmula 

  

en la que n=1 o 2 o 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10; n puede ser 1, 2, 3, 4, 5 o 6; n 

puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4. M puede estar 

ausente. M puede estar presente. 5 

En algunas realizaciones, la invención se refiere a una composición que 

comprende un engarce seleccionado del grupo que consiste en L1, L2, L3, L4, 

L5, L6, L7 y L8, así como otras fórmulas de engarce específicas y generales 

descritas en el presente documento. En algunos aspectos, la invención se 

refiere a procedimientos para fabricar dichos engarces y conjugados 10 

anticuerpo-engarce, proteína-engarce o anticuerpo-engarce-proteína de los 

mismos. 

En algunas realizaciones, la invención se refiere a una composición que 

comprende una molécula de FGF21 unida covalentemente al sitio de 

combinación de un anticuerpo mediante un engarce, en la que el engarce está 15 

unido covalentemente a la cadena lateral de un resto de unión dentro de 

FGF21 formando un complejo proteína-anticuerpo conjugado, de tal manera 

que la semivida subcutánea del complejo proteína-anticuerpo conjugado es de 

al menos aproximadamente 20 horas en modelos murinos. En algunas 

realizaciones, la semivida SC es de al menos aproximadamente 25 horas. En 20 

algunas realizaciones, la semivida SC es de al menos aproximadamente 30 

horas. En algunas realizaciones, la semivida SC es de al menos 

aproximadamente 33 horas. En algunas realizaciones, la semivida SC es de al 
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menos aproximadamente 35 horas en modelos de rata. En algunas 

realizaciones, la semivida SC es al menos aproximadamente 36 horas en 

modelos de rata. En algunas realizaciones, la semivida SC es al menos 

aproximadamente 40 horas en modelos de primate. En algunas realizaciones, 

la semivida SC es de al menos aproximadamente 45 horas en modelos de 5 

primate. En algunas realizaciones, la invención proporciona un complejo 

anticuerpo-proteína conjugado con una semivida IV de al menos 

aproximadamente 28 horas en modelos murinos. En algunas realizaciones, la 

invención proporciona un complejo anticuerpo-proteína conjugado con una 

semivida IV de al menos aproximadamente 55 horas en modelos de rata. En 10 

algunas realizaciones, la invención proporciona un complejo anticuerpo-

proteína conjugado con una semivida IV de al menos aproximadamente 55 

horas en modelos de rata. En algunas realizaciones, la invención proporciona 

un complejo anticuerpo-proteína conjugado con una semivida IV de al menos 

aproximadamente 60 horas en modelos de rata. En algunas realizaciones, la 15 

invención proporciona un complejo anticuerpo-proteína conjugado con una 

semivida IV de al menos aproximadamente 60 horas en modelos de primate. 

En algunas realizaciones, la invención proporciona un complejo anticuerpo-

proteína conjugado con una semivida IV de al menos aproximadamente 65 

horas en modelos de primate. En algunas realizaciones, la invención 20 

proporciona un complejo anticuerpo-proteína conjugado con una semivida IV 

después de una sola dosis de al menos aproximadamente 30 horas en seres 

humanos. En algunas realizaciones, la invención proporciona un complejo 

anticuerpo-proteína conjugado con una semivida IV después de una sola dosis 

de al menos aproximadamente 35 horas en seres humanos. 25 
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En algunas realizaciones, la invención se refiere a una composición que 

comprende una molécula de FGF21 unida covalentemente al sitio de 

combinación de un anticuerpo mediante un engarce, en la que el engarce está 

unido covalentemente a la cadena lateral de un resto de unión dentro de 

FGF21 formando un complejo proteína-anticuerpo conjugado, de tal manera 5 

que la biodisponibilidad subcutánea del complejo proteína-anticuerpo 

conjugado es de al menos aproximadamente el 50% en modelos murinos. En 

algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es de al menos 

aproximadamente el 55 %. En algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es 

de al menos aproximadamente el 65%. En algunas realizaciones, la 10 

biodisponibilidad SC es de al menos aproximadamente el 50% en modelos de 

rata. En algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es de al menos 

aproximadamente el 50% en modelos de primate. En algunas realizaciones, la 

biodisponibilidad SC es de al menos aproximadamente el 60% en modelos de 

primate. En algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es de al menos 15 

aproximadamente el 65% en modelos de primate. 

En algunas realizaciones, la invención se refiere a una composición que 

comprende una molécula de FGF21 unida covalentemente al sitio de 

combinación de un anticuerpo mediante un engarce, en la que el engarce está 

unido covalentemente a la cadena lateral de un resto de unión dentro de 20 

FGF21 formando FGF21 un complejo proteína-anticuerpo conjugado, de tal 

manera que la biodisponibilidad subcutánea del complejo proteína-anticuerpo 

conjugado es de al menos aproximadamente el 50% en modelos murinos. En 

algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es de al menos 
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aproximadamente el 55%. En algunas realizaciones, la biodisponibilidad SC es 

de al menos aproximadamente el 65%. 

En algunas realizaciones, la invención se refiere a una composición que 

comprende una molécula de FGF21 unida covalentemente al sitio de 

combinación de un anticuerpo mediante un engarce, en la que el engarce está 5 

unido covalentemente a la cadena lateral de un resto de unión dentro de 

FGF21 formando un complejo proteína-anticuerpo conjugado, de tal manera 

que el complejo proteína-anticuerpo conjugado tiene una potencia CE50 en un 

ensayo Glut1 Taqman de menos de aproximadamente 5 nM. En algunas 

realizaciones, la potencia CE50 en un ensayo Glut1 Taqman es menor de 10 

aproximadamente 4nM. En algunas realizaciones, la potencia CE50 en un 

ensayo Glut1 Taqman es menor de aproximadamente 3 nM. 

En algunas realizaciones, el complejo proteína-anticuerpo conjugado 

combina dos o más ventajas favorables, tal como semivida SC, semivida IV, 

absorción de glucosa, potencia, biodisponibilidad, facilidad de fabricación, 15 

eficacia de conjugación, estabilidad in vivo, estabilidad in vitro, resistencia a la 

hidrólisis y compatibilidad entre anticuerpo, engarce y proteína. 

Anticuerpos 

El contenido del documento US2006205670 se incorpora en el presente 

documento por referencia, en los párrafos particulares [0153]-[0233], que 20 

describen anticuerpos, fragmentos útiles y variantes y modificaciones de los 

mismos, sitios de combinación y CDR, preparación de anticuerpos, expresión, 

humanización, modificación de aminoácidos, glicosilación, ADCC, CDC, 

aumento de semivida en suero de anticuerpos, vectores de expresión, sistemas 
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huésped de mamíferos, y plegamiento, entre otros elementos de la tecnología 

de anticuerpos. 

“Sitio de combinación”, como se usa en el presente documento, 

(conocido también como sitio de unión del anticuerpo) se refiere a la región de 

la inmunoglobulina o dominios de Ig que se combinan (o pueden combinarse) 5 

con el determinante de un antígeno apropiado (o una proteína estructuralmente 

similar). La expresión generalmente incluye las CDR y los restos marco 

conservados adyacentes que están implicados en la unión al antígeno. 

“Anticuerpos de aldolasa”, como se usa en el presente documento, se 

refiere a anticuerpos que contienen partes del sitio de combinación que, 10 

cuando no están restringidas (por ejemplo por conjugación), catalizan una 

reacción de adición de aldol entre una cetona alifática donante y un aceptor 

aldehído. Los anticuerpos de aldolasa pueden generarse por inmunización de 

un animal inmuno-sensible con un inmunógeno que incluye un hapteno 1,3 

dicetona de fórmula: 15 

    

acoplado a la proteína de soporte, y caracterizarse adicionalmente por tener 

una lisina con un grupo ε-amino reactivo en el sitio de combinación del 

anticuerpo. Los anticuerpos de aldolasa adicionalmente se caracterizan por su 

actividad catalítica que es objeto de inhibición con el hapteno 1,3-dicetona por 20 

formación de un complejo entre el hapteno 1,3-dicetona y el grupo ε-amino de 

la lisina del anticuerpo catalítico. 

 Como se ha analizado, en algunas realizaciones, algunos anticuerpos 

que pueden usarse junto con los compuestos de la invención pueden requerir 
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una cadena lateral reactiva en el sitio de combinación del anticuerpo. Una 

cadena lateral reactiva puede estar presente de manera natural o puede 

ponerse en un anticuerpo por mutación. El resto reactivo del sitio de 

combinación del anticuerpo puede estar asociado con el anticuerpo, tal como 

cuando el resto está codificado por un ácido nucleico presente en la célula 5 

identificada primero para fabricar el anticuerpo. Como alternativa, el resto de 

aminoácido puede producirse deliberadamente mutando el ADN de manera 

que codifique el resto particular (por ejemplo, documento WO 01/22922). El 

resto reactivo puede ser un resto producido de manera no natural, por ejemplo, 

por incorporación biosintética usando un solo codón, ARNt y aminoacil-ARNt 10 

como se analiza en el presente documento. En otra estrategia, el resto de 

aminoácido o sus grupos funcionales reactivos (por ejemplo, un grupo amino 

nucleófilo o grupo sulfhidrilo) pueden unirse a un resto de aminoácido en el sitio 

de combinación del anticuerpo. Por lo tanto, la unión covalente con el 

anticuerpo que se produce "a través de un resto de aminoácido en un sitio de 15 

combinación de un anticuerpo”, como se usa en el presente documento, 

significa que el engarce puede formarse directamente con un resto de 

aminoácido de un sitio de combinación de anticuerpo o mediante un radical 

químico que está unido a una cadena lateral de un resto de aminoácido de un 

sitio de combinación de anticuerpo. En algunas realizaciones, el aminoácido es 20 

cisteína y el grupo reactivo de la cadena lateral es un grupo sulfhidrilo. En otras 

realizaciones, el resto de aminoácido es lisina y el grupo reactivo de la cadena 

lateral es el grupo ε-amino. En algunas realizaciones, el aminoácido es Lys93 

en la cadena pesada de acuerdo con la numeración de Kabat. En algunas 

realizaciones, el aminoácido es Lys-99 en h38C2 de HC (SEC ID Nº: 26). 25 
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 Los anticuerpos catalíticos son una fuente de anticuerpos con sitios de 

combinación adecuados que comprenden una o más cadenas laterales de 

aminoácidos reactivas. Dichos anticuerpos incluyen anticuerpos aldolasa, 

anticuerpos beta-lactamasa, anticuerpos esterasa, y anticuerpos amidasa. 

 Una realización comprende un anticuerpo aldolasa tal como los 5 

anticuerpos monoclonales de ratón mAb 33F12 y mAb 38C2, así como 

versiones quiméricas y humanizadas convenientemente de dichos anticuerpos 

(por ejemplo, h38C2, SEC ID Nº: 25 y 26). El mAb 38C2 de ratón (y h38C2) 

tiene una lisina reactiva cerca pero fuera de HCDR3 y es el prototipo de una 

nueva clase de anticuerpos catalíticos que se generaron por inmunización 10 

reactiva y enzimas aldolasa naturales miméticas desde el punto de vista del 

mecanismo. Véase C. F. Barbas 3rd y col., Science 278: 2085-2092 (1997). 

Otros anticuerpos catalíticos aldolasa que pueden usarse incluyen los 

anticuerpos producidos por el hibridoma 85A2, que tiene el número de acceso 

PTA-1015 de la ATCC; el hibridoma 85C7, que tiene el numero de acceso PTA-15 

1014 de la ATCC; hibridoma 92F9, que tiene el número de acceso PTA-1017 

de la ATCC; hibridoma 93F3, que tiene el número de acceso PTA-823 de la 

ATCC; hibridoma 84G3, que tiene el número de acceso PTA-824 de la ATCC; 

hibridoma 84G11, que tiene el número de acceso PTA-1018 de la ATCC; 

hibridoma 84H9, que tiene el número de acceso PTA-1019 de la ATCC; 20 

hibridoma 85H6, que tiene el número de acceso PTA-825 de la ATCC; 

hibridoma 90G8, que tiene el número de acceso PTA-1016 de la ATCC. 

Mediante una lisina reactiva, estos anticuerpos catalizan reacciones aldol y 

retro-aldol usando el mecanismo de enamina de las aldolasas naturales. Se 

describen anticuerpos aldolasa y procedimientos para generar anticuerpos 25 
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aldolasa en las Patentes de Estados Unidos Nº 6.210.938, 6.368.839, 

6.326.176, 6.589.766, 5.985.626 y 5.733.75, que se incorporan en el presente 

documento por referencia. 

 También pueden formarse compuestos de la invención por unión de un 

compuesto de la invención con una cisteína reactiva, tal como las encontradas 5 

en los sitios de combinación de anticuerpos catalíticos tioesterasa y esterasa. 

K. D. Janda y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 2532-2536 (1994) 

describen anticuerpos catalíticos tioesterasa adecuados. P. Wirsching y col., 

Science 270: 1775-1782 (1995) describen anticuerpos esterasa adecuados. 

Los anticuerpos que contienen aminoácidos reactivos pueden prepararse por 10 

medios bien conocidos en la técnica, incluyendo la mutación de un resto de 

sitio de combinación anticuerpo para codificar el aminoácido reactivo o la 

modificación química de una cadena lateral de aminoácido en un sitio de 

combinación de anticuerpo con un engarce que contenga el grupo reactivo. 

 El anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado. Cuando los 15 

compuestos de la invención están unidos covalentemente al sitio de 

combinación de un anticuerpo y dichos anticuerpos están humanizados, es 

importante que dichos anticuerpos estén humanizados con retención de una 

alta afinidad de unión por el grupo Z. Se contemplan diversas formas de 

anticuerpos aldolasa murinos humanizados. Otra realización usa el anticuerpo 20 

catalítico aldolasa humanizado h38c2 IgG1 o h38c2 Fab con dominios 

constantes humanos Cκ y Cγ11. C. Rader y col., J. Mol. Bio. 332: 889-899 

(2003) desvela las secuencias de genes y vectores que pueden usares para 

producir h38c2 Fab y h38c2 IgG1. Se usaron el gen DPK-9 de Vk de línea 

germinal y el gen JK4 de Jk humano como armazones para la humanización del 25 
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domino variable de cadena ligera kappa de m38c2, y se usaron el gen DP-47 

de línea germinal humana y el gen JH4 de JH humano como armazones para la 

humanización del domino variable de cadena pesada de m38c2. La figura 1 

ilustra un alineamiento de secuencia entre las cadenas ligera y pesada 

variables en m38c2, h38c2 y líneas germinales humanas. h38c2 puede utilizar 5 

dominios constantes de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, incluyendo cualquiera de sus 

alotipos. En algunas realizaciones de los compuestos de la invención en las 

que el anticuerpo es h38c2 IgG1 con el alotipo G1m(f), Z se une a la cadena 

lateral del resto de lisina en la posición 99 de la cadena pesada. Otra 

realización usa un anticuerpo quimérico que comprende los dominios variables 10 

(VL y VH) de h38c2 (SEC ID Nº: 27 y 28) y los dominios constantes de una 

IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. El anticuerpo puede ser un anticuerpo de longitud 

completa, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, dsFv, scFv, VH, VL, un diacuerpo, o un 

minicuerpo que comprende dominios VH y VL de h38c2. El anticuerpo puede ser 

un anticuerpo que comprende los dominios VL y VH de h38c2 y un dominio 15 

constante seleccionado del grupo que consiste en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. El 

anticuerpo puede ser h38C2 IgG1 (SEC ID Nº: 25 y 26). El anticuerpo puede 

ser una versión humanizada de un anticuerpo aldolasa murino que comprende 

una región constante de un anticuerpo IgG, IgA, IgM, IgD o IgE humano. En 

otra realización, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende la 20 

región VL y VH de un anticuerpo aldolasa murino y una región constante de un 

anticuerpo IgG, IgA, IgM, IgD o IgE humano. En algunas realizaciones, el 

anticuerpo comprende las regiones VL y VH de m38C2 (SEC ID Nº: 29 y 30). En 

otras realizaciones, el anticuerpo es una versión completamente humana de un 
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anticuerpo aldolasa murino que comprende una secuencia polipeptídica del 

anticuerpo natural o nativo humano IgG, IgA, IgM, IgD, o IgE. 

 También se contemplan diversas formas de fragmentos de anticuerpos 

aldolasa humanizados. Una realización usa h38c2 F(ab’)2. h38c2 F(ab’)2 puede 

producirse por digestión proteolítica de h38c2 IgG1. Otra realización usa un 5 

h38c2 scFv que comprende los dominios VL y VH de h38c2 que están 

opcionalmente conectados por el engarce intermedio (Gly4Ser)3 (SEC ID Nº: 

31). Como alternativa a la humanización, pueden generarse anticuerpos 

humanos. Por ejemplo, actualmente es posible producir animales transgénicos 

(por ejemplo, ratones) que sean capaces, después de inmunización (o 10 

inmunización reactiva en el caso de anticuerpos catalíticos) de producir un 

repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de producción de 

inmunoglobulinas endógenas.  

 Como alternativa, puede usarse la tecnología de presentación en fagos 

para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro usando 15 

repertorios de genes de domino variable (V) de inmunoglobulina a partir de 

donantes no inmunizados. Como se ha indicado anteriormente, también 

pueden generarse anticuerpos humanos por células B activadas in vitro, por 

ejemplo, Patentes de Estados Unidos Nº 5.567.610 y 5.229.275. 

 Se contempla la modificación (o modificaciones) de la secuencia de 20 

aminoácidos de los anticuerpos descritos en el presente documento. Por 

ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unión y/u otras propiedades 

biológicas del anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoácidos de un 

anticuerpo se preparan introduciendo cambios de nucleótidos apropiados en el 

ácido nucleico del anticuerpo o por síntesis de péptidos. Dichas modificaciones 25 
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incluyen, por ejemplo, deleciones de, inserciones en y/o sustituciones de restos 

dentro de las secuencias de aminoácidos del anticuerpo. Para llegar a la 

construcción final se realiza cualquier combinación de deleción, inserción y 

sustitución, siempre que la construcción final posea las características 

deseadas. Los cambios de aminoácidos también pueden modificar procesos 5 

postraduccionales del anticuerpo, tales como cambios en el número o posición 

de sitios de glicosilación. 

 Un anticuerpo o parte de anticuerpo de la invención puede derivatizarse 

o unirse a otra molécula (por ejemplo, otro péptido o proteína). En general, los 

anticuerpos o partes de los mismos se derivatizan de manera que la capacidad 10 

del engarce para conjugarse covalentemente con el anticuerpo de combinación 

no se vea influida de forma adversa por la derivatización o marcaje. Por 

consiguiente, se pretende que los anticuerpos y partes de anticuerpos de la 

invención incluyan tanto formas modificadas como intactas de los anticuerpos 

descritos en el presente documento. Por ejemplo, un anticuerpo o parte de 15 

anticuerpo de la invención puede unirse funcionalmente (por acoplamiento 

químico, fusión genética, asociación no covalente o de otra manera) a una o 

más entidades moleculares distintas, tales como otro anticuerpo (por ejemplo, 

un anticuerpo biespecífico o un diacuerpo), un agente de detección, un agente 

citotóxico, un agente farmacéutico y/o una proteína o péptido que pueda mediar 20 

la asociación del anticuerpo o parte de anticuerpo con otra molécula (tal como 

la región núcleo de estreptavidina o un marcador de polihistidina). 

 En otras realizaciones, el anticuerpo o parte de unión a antígeno del 

mismo de la invención puede ser un anticuerpo de fusión o un anticuerpo unido 

a otro polipéptido. En algunos aspectos, solamente las regiones variables del 25 



35 

anticuerpo se unen al polipéptido. En algunos aspectos, el anticuerpo está 

conjugado de manera covalente con un péptido de tal modo que no interfiere 

con la capacidad de unión del sitio de combinación. 

 El polipéptido puede ser un agente terapéutico, tal como un agente de 

dirección, péptido, agonista de proteína, antagonista de proteína, regulador 5 

metabólico, hormona, toxina, factor de crecimiento u otra proteína reguladora, o 

puede ser un agente de diagnóstico, tal como una enzima que puede 

visualizarse fácilmente, tal como peroxidasa de rábano picante. Además, 

pueden crearse anticuerpos de fusión en los que dos (o más) anticuerpos de 

cadena sencilla están unidos entre sí. Esto es útil si se desea crear un 10 

anticuerpo divalente o polivalente en una sola cadena polipeptídica, o si se 

desea crear un anticuerpo biespecífico. 

 Un tipo de anticuerpo derivatizado se produce entrecruzando dos o más 

anticuerpos (del mismo tipo o de tipos diferentes, por ejemplo para crear 

anticuerpos biespecíficos). Los entrecruzamientos adecuados incluyen los que 15 

son heterobifuncionales, que tienen dos grupos reactivos diferenciados 

separados por un espaciador apropiado (por ejemplo, éster de m-

maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncional (por ejemplo, 

disuccinimidil suberato). 

 Otro tipo de anticuerpo derivatizado es un anticuerpo marcado. Los 20 

agentes de detección útiles con los que puede derivatizarse un anticuerpo o 

parte de anticuerpo de la invención incluyen compuestos fluorescentes, 

incluyendo fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína, rodamina, cloruro de 5-

dimetilamina-1-naftalenosulfonilo, ficoeritrina, fósforos de lantánido y similares. 

Un anticuerpo también puede marcarse con enzimas que sean útiles para la 25 
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detección, tales como peroxidasa de rábano picante, galactosidasa, luciferasa, 

fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y similares. Cuando se marca un anticuerpo 

con una enzima detectable, ésta se detecta añadiendo reactivos adicionales 

que la enzima usa para producir un producto de reacción que puede 

diferenciarse. Por ejemplo, cuando está presente el agente peroxidasa de 5 

rábano picante, la adición de peróxido de hidrógeno y diaminobencidina 

conduce a un producto de reacción coloreado, que es detectable. Un 

anticuerpo también puede marcarse con biotina y detectarse mediante 

medición indirecta de unión de avidina o estreptavidina. Un anticuerpo puede 

marcarse con un agente magnético, tal como gadolinio. Un anticuerpo también 10 

puede marcarse con epítopos polipeptídicos predeterminados reconocidos por 

un indicador secundario (por ejemplo, pares de secuencias de cremallera de 

leucina, sitios de unión para anticuerpos secundarios, dominios de unión a 

metales, marcadores epitópicas). En algunas realizaciones, los marcadores se 

unen por brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el posible 15 

impedimento estérico. 

 El anticuerpo también puede derivatizarse con un grupo químico tal 

como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o etilo, o un grupo carbohidrato. 

Estos grupos pueden ser útiles para mejorar las características biológicas del 

anticuerpo, por ejemplo para aumentar la semivida en suero o para aumentar la 20 

unión en tejidos. 

Composiciones farmacéuticas 

 Otro aspecto de la invención proporciona composiciones farmacéuticas 

que comprenden composiciones y/o compuestos de la invención. Los agentes 

que comprenden composiciones de la invención pueden formularse y 25 
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administrarse sistémicamente. En Remington's Pharmaceutical Sciences, 18ª 

Ed., 1990, Mack Publishing Co., Easton, PA pueden encontrarse técnicas para 

la formulación y administración. 

 Para inyección, las composiciones de la invención pueden formularse en 

soluciones, emulsiones o suspensiones acuosas, o soluciones, suspensiones, 5 

emulsiones o dispersiones no acuosas o polvos estériles o liofilizados 

adecuados para la reconstitución en soluciones o dispersiones estériles 

inyectables. Los ejemplos de diluyentes, disolventes y vehículos acuosos y no 

acuosos incluyen agua, etanol, polioles (tales como propilenglicol, 

polietilenglicol, glicerol y similares), mezclas adecuadas de los mismos y 10 

aceites. La fluidez puede mantenerse o mejorarse, por ejemplo, usando un 

revestimiento tal como lecitina, manteniendo el tamaño de partícula necesario 

en caso de las dispersiones y usando tensioactivos. 

 Las composiciones de la invención pueden formularse en soluciones 

acuosas que contengan tampones fisiológicamente compatibles tales como 15 

citrato, acetato, histidina o fosfato. Cuando es necesario, dichas formulaciones 

también pueden contener diversos agentes de ajuste de la tonicidad, agentes 

solubilizantes y/o agentes estabilizantes (por ejemplo, sales tales como cloruro 

sódico, azúcares tales como sacarosa, manitol y trehalosa, proteínas tales 

como albúmina, aminoácidos tales como glicina e histidina, tensioactivos tales 20 

como polisorbatos (Tweens) o codisolventes tales como etanol, polietilenglicol y 

propilenglicol). Las composiciones de la invención también pueden comprender 

adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de 

suspensión, agentes dispersantes y agentes conservantes. Las composiciones 

de la invención también pueden comprender agentes de suspensión, tales 25 
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como agar-agar, metahidróxido de aluminio, bentonita, isoestearil alcoholes 

etoxilados, celulosa microcristalina, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitán, y 

tragacanto o mezclas de los mismos. 

 Las composiciones de la invención también pueden comprender 

diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo parabenos, 5 

clorobutanol, fenol, ácido sórbico y similares. También puede ser deseable 

incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares, cloruro sódico y similares. La 

absorción prolongada de las composiciones inyectables de la invención puede 

modificarse usando agentes que pueden retrasar la absorción, por ejemplo, 

monoestearato de aluminio y gelatina. 10 

 Las composiciones de la invención pueden contener materiales de 

formulación 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 disolución o liberación, la adsorción o 

la penetración de la composición. Los materiales de formulación adecuados 15 

incluyen, pero sin limitación, aminoácidos (tales como glicina, glutamina, 

asparagina, arginina o lisina), antimicrobianos, antioxidantes (tales como ácido 

L-metionina ascórbico, sulfito sódico o hidrógeno-sulfito sódico), tampones 

(tales como acetato sódico, lactato, borato, bicarbonato, Tris-HCl, citratos, 

fosfatos u otros ácidos orgánicos), agentes que proporcionan volumen (tales 20 

como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como ácido etilendiamina 

tetraacético (EDTA), DPTA), agentes complejantes (tales como cafeína, 

polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina), cargas, 

monosacáridos, disacáridos y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa 

o dextrinas), proteínas (tales como albúmina de suero, gelatina o 25 
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inmunoglobulinas), agentes colorantes, saporíferos y diluyentes, agentes 

emulsionantes, polímeros hidrófilos (tales como polivinilpirrolidona), 

polipéptidos de bajo peso molecular, contraiones formadores de sales (tales 

como sodio), conservantes (tales como cloruro de benzalconio, ácido benzoico, 

ácido salicílico, timerosal, alcohol fenetílico, metilparabeno, propilparabeno, 5 

clorhexidina, ácido sórbico o peróxido de hidrógeno), disolventes (tales como 

glicerina, propilenglicol o polietilenglicol), alcoholes de azúcares (tales como 

manitol o sorbitol), agentes de suspensión, tensioactivos o agentes 

humectantes (tales como pluronics; PEG; ésteres de sorbitán, polisorbatos 

tales como polisorbato 20 o polisorbato 80; tritón; trometamina; lecitina; 10 

colesterol o tiloxapal), agentes potenciadores de la estabilidad (tales como 

sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros 

de metales alcalinos - preferentemente cloruro sódico o potásico – o sorbitol 

manitol), vehículos de liberación, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes 

farmacéuticos. 15 

 Los componentes de la formulación pueden estar presentes en 

concentraciones que sean aceptables para el sitio de administración. Pueden 

usarse tampones para mantener la composición a un pH fisiológico o a un pH 

ligeramente menor, típicamente dentro de un intervalo de pH de 

aproximadamente 5 a aproximadamente 8. 20 

 En algunos aspectos, pueden prepararse composiciones farmacéuticas 

de la invención en las que los compuestos de la invención se formulan para la 

liberación controlada o prolongada del compuesto. Los ejemplos incluyen ácido 

hialurónico y similares, geles poliméricos, perlas, partículas, microesferas 

inyectables, liposomas, películas, microcápsulas, matrices de liberación 25 
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sostenida y dispositivos de liberación de fármacos implantables. 

 En algunos aspectos, se proporcionan composiciones farmacéuticas de 

la invención en jeringas pre-cargadas de una sola o de múltiples cámaras. 

 En algunos aspectos, la invención proporciona un kit que comprende al 

menos un compuesto o composición de la invención junto con al menos un 5 

ingrediente adecuado adicional para su uso en una composición farmacéutica. 

En algunos aspectos, la invención proporciona un kit que comprende al menos 

un compuesto o composición de la invención junto con al menos un medio para 

administrar dicha composición a un paciente. 

 Las composiciones de la invención pueden sintetizarse por unión 10 

covalente de una molécula de FGF21 a un engarce y conjugación del engarce 

con un sitio de combinación de un anticuerpo multivalente. Por ejemplo, un 

conjugado FGF21-engarce, en el que el engarce incluye un radical reactivo de 

dicetona o AZD (β-lactama), puede incubarse con 0,5 equivalentes de un 

anticuerpo aldolasa tal como h38C2 IgG1 para producir una composición de la 15 

invención. 

Procedimientos de uso 

 Para el uso terapéutico en seres humanos, un anticuerpo humano, 

humanizado o anticuerpo quimérico humano o parte de unión a antígeno del 

mismo es una forma de anticuerpo preferida de la parte de anticuerpo del 20 

compuesto o composición de la invención. 

 Un aspecto de la invención es un procedimiento para el tratamiento de la 

diabetes o de una afección relacionada con la diabetes, que comprende 

administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la 

invención a un sujeto que padece diabetes o una afección relacionada con la 25 
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diabetes. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para aumentar la 

secreción de insulina en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 5 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para disminuir los 

niveles de glucosa en sangre en un sujeto, que comprende administrar al sujeto 

una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para el tratamiento de 10 

la obesidad en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad 

terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un derivado 

farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para controlar o 

reducir los niveles de peso de un sujeto, que comprende administrar al sujeto 15 

una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para el tratamiento de 

la dislipidemia en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad 

terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un derivado 20 

farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para el tratamiento de 

la hipertensión en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad 

terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un derivado 

farmacéutico de la misma. 25 
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 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para tratar la 

hepatoesteatosis en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para el tratamiento de 5 

enfermedades cardiovasculares en un sujeto, que comprende administrar al 

sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la 

invención o un derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para reducir los 

niveles de glucagón en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 10 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para reducir los 

niveles de triglicéridos en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 15 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para aumentar los 

niveles de ácidos grasos libres no esterificados en un sujeto, que comprende 

administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 

de la invención o un derivado farmacéutico de la misma. 20 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para reducir los 

niveles de colesterol de baja densidad en un sujeto, que comprende administrar 

al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la 

invención o un derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para reducir los 25 
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niveles de la proteína C reactiva en un sujeto, que comprende administrar al 

sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la 

invención o un derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para reducir los 

niveles de fructosamina en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 5 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para controlar el 

control glucémico en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 10 

derivado farmacéutico de la misma. 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para aumentar los 

niveles de adipsina en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

cantidad terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un 

derivado farmacéutico de la misma. 15 

 Otro aspecto de la invención es un procedimiento para aumentar los 

niveles de HDL en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad 

terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un derivado 

farmacéutico de la misma. 

 En algunos aspectos, la invención proporciona un procedimiento para 20 

tratar afecciones relacionadas con la diabetes, obesidad, dislipidemia, 

hipertensión, hepatoesteatosis o enfermedades cardiovasculares; o controlar o 

reducir niveles de peso; o controlar el control glucémico; o aumentar la 

secreción de insulina o niveles de ácidos grasos libres no esterificados; HDL o 

adipsina; o reducir los niveles de glucosa en sangre, glucagón, triglicéridos, 25 
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fructosamina, colesterol de baja densidad o proteína C reactiva; que 

comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto 

o una composición farmacéutica de la invención a un sujeto. 

 En algunos aspectos, la invención proporciona el uso de una 

composición o una composición farmacéutica de la invención en la preparación 5 

de un medicamento para tratar afecciones relacionadas con la diabetes, 

obesidad, dislipidemia, hipertensión, hepatoesteatosis o enfermedades 

cardiovasculares; o controlar o reducir niveles de peso; o controlar el control 

glucémico; o aumentar la secreción de insulina, HDL o niveles de ácidos grasos 

libres no esterificados; o reducir los niveles de glucosa en sangre, glucagón, 10 

triglicéridos, fructosamina, colesterol de baja densidad o proteína C reactiva.  

 La expresión “dosis terapéuticamente eficaz”, como se usa en el 

presente documento, significa la cantidad de compuesto, composición o 

composición farmacéutica de la invención que provoca la respuesta biológica o 

medicinal en un sistema tisular, animal o ser humano buscada por un 15 

investigador, doctor u otro profesional clínico, que incluye el alivio de los 

síntomas de la enfermedad o trastorno que se está tratando. 

Procedimientos de administración y dosificaciones 

 Las vías de administración de la composición de la invención pueden 

incluir la administración parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, SC 20 

o intramedulares, así como la administración intratecal, intraventricular directa, 

IV e intraperitoneal. En algunas realizaciones, la administración es intravenosa. 

Las composiciones de la invención pueden administrarse mediante cualquiera 

de las vías parenterales por inyección directa de la formulación o por infusión 

de una mezcla de la formulación de la composición de la invención con una 25 
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matriz de infusión tal como solución salina normal, D5W, solución de Ringer 

con lactato u otro medio de infusión usado normalmente. 

 En el tratamiento de mamíferos, incluyendo seres humanos, que 

padecen diabetes o una afección relacionada con la diabetes (o en algunos 

aspectos, una o más de las siguientes afecciones: diabetes, obesidad, 5 

dislipidemia, hipertensión, hepatoesteatosis, enfermedades cardiovasculares, 

glucosa elevada en sangre, bajos niveles de insulina, o cualquiera de las 

afecciones indicadas en el presente documento o una afección asociada con 

un síntoma indicado en el presente documento), se administra una cantidad 

terapéuticamente eficaz de una composición de la invención o un derivado 10 

farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, puede administrarse una 

composición de la invención como una infusión IV diaria de aproximadamente 

0,1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal. 

Por consiguiente, algunas realizaciones proporcionan una dosis de 

aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal. Otras realizaciones 15 

proporcionan una dosis de aproximadamente 0,75 mg/kg de peso corporal. 

Otras realizaciones proporcionan una dosis de aproximadamente 1,0 mg/kg de 

peso corporal. Otras realizaciones proporcionan una dosis de 

aproximadamente 2,5 mg/kg de peso corporal. Otras realizaciones 

proporcionan una dosis de aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal. Otras 20 

realizaciones proporcionan una dosis de aproximadamente 10,0 mg/kg de peso 

corporal. Otras realizaciones proporcionan una dosis de aproximadamente 15,0 

mg/kg de peso corporal. Las dosis de una composición de la invención o un 

derivado farmacéuticamente aceptable deben administrarse en intervalos de 

aproximadamente una vez al día a 2 veces por semana o, como alternativa, de 25 
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aproximadamente una vez por semana a una vez al mes. En algunas 

realizaciones, se administra una dosis para conseguir concentraciones 

máximas en plasma de una composición de la invención de acuerdo con la 

invención o un derivado farmacéuticamente aceptable de la misma de 

aproximadamente 0,002 mg/ml a 30 mg/ml. Esto puede conseguirse por 5 

inyección estéril de una solución de los ingredientes administrados en una 

formulación apropiada (puede usarse cualquiera de las soluciones de 

formulación adecuadas conocidas por los expertos en la técnica química). Los 

niveles en sangre deseables pueden mantenerse por una infusión continua de 

la composición de la invención de acuerdo con la invención como se determina 10 

por niveles en plasma medidos mediante una metodología analítica validada. 

 Un procedimiento para administrar una composición de la invención a un 

individuo comprende administrar un conjugado FGF21-engarce al individuo y 

permitir que forme un compuesto covalente con un sitio de combinación de un 

anticuerpo apropiado in vivo. La parte de anticuerpo de una composición de la 15 

invención que se forma in vivo puede administrarse al individuo antes, al mismo 

tiempo o después de la administración del conjugado FGF21-engarce. Como 

alternativa, o además, puede estar presente un anticuerpo en la circulación del 

individuo después de la inmunización con un inmunógeno apropiado. Por 

ejemplo, pueden generarse anticuerpos catalíticos por inmunización con un 20 

intermedio reactivo del sustrato conjugado con una proteína de soporte. En 

particular, pueden generarse anticuerpos catalíticos aldolasa administrando 

hemocianina de lapa californiana unida a un resto dicetona. 

 Por lo tanto, la composición puede administrarse como una sola dosis, 

como dos o más dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la 25 
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molécula deseada) a lo largo del tiempo, o como una infusión continua 

mediante un dispositivo de implante o catéter. Los expertos en la materia 

realizan de manera rutinaria otros perfeccionamientos de las dosificaciones 

apropiadas y éstos se encuentran dentro del ámbito de la tarea realizada 

rutinariamente por ellos. Las dosificaciones apropiadas pueden determinarse 5 

mediante el uso de datos apropiados de respuesta a la dosis. 

 La vía de administración de la composición farmacéutica está de 

acuerdo con procedimientos conocidos, por ejemplo, la vía oral, mediante 

inyección por vía SC, IV, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimática), 

intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal o 10 

intralesional; mediante sistemas de liberación prolongada; o mediante 

dispositivos de implante. Cuando se desee, las composiciones pueden 

administrarse por inyección en embolada o por infusión continua, o por un 

dispositivo de implante. 

 Como alternativa o adicionalmente, la composición puede administrarse 15 

localmente mediante implante de una membrana, esponja u otro material 

apropiado sobre el cual se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. 

Cuando se usa un dispositivo de implante, el dispositivo puede implantarse en 

cualquier tejido u órgano adecuado, y la administración de la molécula deseada 

puede realizarse por infusión, embolada de liberación temporalizada o 20 

administración continua. 

Terapias de combinación 

En otro aspecto de la invención, puede usarse una composición de la 

invención en combinación con otros agentes terapéuticos usados para el 

tratamiento de la diabetes o afecciones relacionadas con la diabetes o para 25 
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aumentar la secreción de insulina o disminuir los niveles de glucosa en sangre, 

o tratar cualquiera de las afecciones indicadas en el presente documento. En 

una realización, puede administrarse una composición de la invención en 

combinación con insulina, tal como, por ejemplo, insulina humana sintética, que 

incluye insulina de acción rápida, de acción corta, de acción intermedia, o de 5 

acción prolongada. En otras realizaciones, puede administrarse una 

composición de la invención en combinación con compuestos pertenecientes a 

las familias de inhibidores de α-glucosidasa, sulfonilurea, meglitinida, biguanida 

o tiazolidinadiona (TZD). Las composiciones de la invención también pueden 

administrarse en combinación con proteínas o péptidos modificadores del 10 

metabolismo tales como glucoquinasa (GK), proteína reguladora de 

glucoquinasa (GKRP), proteínas de desacoplamiento 2 y 3 (UCP2 y UCP3), 

glucagón, péptido 1 y 2 semejante a glucagón (Glp1 y Glp2), una exendina (tal 

como exendina-4), polipéptido inhibidor gástrico (GIP), receptor α activado por 

proliferadores de peroxisomas Glp2 (PPARα), receptor de leptina (OB-Rb), 15 

inhibidores de DPP-IV, sulfonilureas, u otros péptidos de incretina. Un experto 

habitual en al materia conocerá una amplia diversidad de agentes que se usan 

actualmente en el tratamiento de la diabetes o afecciones relacionadas con la 

diabetes.  

Para evaluar la posible eficacia terapéutica de una composición de la 20 

invención o un derivado farmacéuticamente aceptable de la misma en 

combinación con otros agentes terapéuticos usados para tratar la diabetes o 

afecciones relacionadas con la diabetes, aumentar la secreción de insulina, o 

disminuir los niveles de glucosa en sangre, estas combinaciones pueden 

ensayarse usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la 25 
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capacidad de una combinación de una composición de la invención y otro 

agente terapéutico para aumentar la secreción de insulina puede medirse 

usando un ensayo de secreción de insulina estimulada por glucosa in vitro. En 

dicho ensayo, se tratan células β pancreáticas con diversas concentraciones de 

glucosa durante un periodo de tiempo establecido, y los niveles de insulina se 5 

miden usando procedimientos conocidos en la técnica, tales como, por 

ejemplo, un radioinmunoensayo. El efecto de las composiciones de la invención 

y otros agentes terapéuticos sobre la secreción de insulina también puede 

medirse in vivo, administrando los agentes directamente a un sujeto y midiendo 

los niveles de insulina en muestras de fluidos corporales en diversos 10 

momentos. Los asistentes sanitarios clínicos conocerán bien procedimientos 

para administrar agentes terapéuticos conocidos a un sujeto para su uso en 

terapias de combinación. 

Las dosificaciones eficaces de composición de la invención a administrar 

pueden determinarse mediante procedimientos bien conocidos por los expertos 15 

en la materia que abordan parámetros tales como la semivida biológica, la 

biodisponibilidad y la toxicidad. Las cantidades eficaces de los agentes 

terapéuticos a usar en combinación con la composición de la invención o 

derivados farmacéuticamente aceptables de la misma se basan en las dosis 

recomendadas conocidas por los expertos en la materia para estos agentes. 20 

Estos niveles recomendados o conocidos se reducirán preferentemente en un 

10%-50% de la dosificación citada después de ensayar la eficacia de estas 

dosificaciones en combinación con una composición de la invención o un 

derivado farmacéuticamente aceptable. Debe tenerse en cuenta que el médico 

a cargo del caso sabrá como y cuando terminar, interrumpir o ajustar la terapia 25 
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a dosificaciones más bajas debido a toxicidad, disfunciones de la médula ósea, 

hígado o riñón o interacción fármaco-fármaco adversa. El médico a cargo del 

caso también sabrá como ajustar el tratamiento a niveles superiores si la 

respuesta clínica es inadecuada (excluyendo la toxicidad). 

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad del 5 

compuesto suficiente para ocasionar una mejoría de los síntomas o una 

prolongación de la supervivencia en un paciente. La concentración eficaz in 

vitro de una composición de la invención puede determinarse midiendo la CE50. 

La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos agentes in vivo puede 

determinarse por procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos 10 

celulares o en animales experimentales, por ejemplo, determinando el valor de 

DL50 (la dosis letal para el 50% de la población) y la DE50 (la dosis 

terapéuticamente eficaz en el 50% de la población). La relación de la dosis 

entre efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse 

como la proporción DL50/DE50. Se prefieren compuestos que presentan índices 15 

terapéuticos elevados. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos en 

cultivos celulares y estudios animales pueden usarse en la formulación de un 

intervalo de dosificación para su uso en seres humanos. La dosificación de 

dichos compuestos está preferentemente dentro de un intervalo de 

concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. 20 

La dosificación puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma 

farmacéutica empleada y de la vía de administración utilizada. Para cualquier 

compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a 

partir de ensayos en cultivos celulares. Una dosis puede formularse en 

modelos animales para conseguir un intervalo de concentraciones circulantes 25 
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en plasma que incluyan la CI50 (es decir la concentración del compuesto de 

ensayo que consigue una concentración semi-máxima de la producción RT a 

partir de células infectadas en comparación con un control no tratado como se 

determina en cultivo celular). Dicha información puede usarse para determinar 

de manera más precisa las dosis útiles en seres humanos. Los niveles en 5 

plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). 

En las realizaciones en las que las composiciones de la invención se 

administran en combinación con otros agentes terapéuticos, el efecto 

combinado de los agentes puede calcularse por el procedimiento de análisis de 10 

fármaco múltiple de Chou y Talalay (T. C. Chou and P. Talalay, Adv. Enzyme 

Regul. 22: 27-55 (1984)) usando la ecuación: 

21
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++=  

en la que CI es el índice de combinación, (Dx)1 es la dosis del fármaco 1 

necesaria para producir un efecto x en porcentaje en solitario, y D1 es la dosis 15 

del fármaco 1 necesaria para producir el mismo efecto x en porcentaje en 

combinación con D2. Los valores de (Dx)2 y (D)2 derivan de manera similar del 

fármaco 2. El valor de α se determina a partir de la representación gráfica de la 

curva de dosis-efecto usando la ecuación de efecto medio: 
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en la que fa es la fracción afectada por la dosis D, fu es la fracción no afectada, 

Dm es la dosis necesaria para un efecto del 50% y m es la pendiente de la 

curva de dosis-efecto. Para fármacos mutuamente excluyentes (es decir, 

modos de acción similares), se representan gráficamente tanto los fármacos en 
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solitario como sus líneas paralelas en el efecto medio. Los fármacos 

mutuamente no excluyentes (es decir, con modo de acción independiente) 

proporcionarán líneas paralelas en la representación gráfica del efecto medio, 

pero en mezcla proporcionarán una curva ascendente cóncava. Si los agentes 

son mutuamente excluyentes α es 0, y si son mutuamente no excluyentes, α es 5 

1. Los valores obtenidos suponiendo no exclusividad mutua siempre serán 

ligeramente mayores que los fármacos mutuamente excluyentes. Los valores 

CI <1 indican sinergia, los valores >1 indican antagonismo y los valores iguales 

a 1 indican efectos aditivos. Los efectos farmacológicos combinados también 

pueden calcularse usando el paquete de software CalcuSyn de Biosoft 10 

(Cambridge, UK). 

Los compuestos de acuerdo con la invención pueden estar solvatados, 

especialmente hidratados. La hidratación puede producirse durante la 

fabricación de los compuestos o composiciones que comprenden los 

compuestos, o la hidratación puede producirse a lo largo del tiempo debido a la 15 

naturaleza higroscópica de los compuestos. Los compuestos de la invención 

pueden estar liofilizados. 

La invención también proporciona estereoisómeros, tautómeros, 

solvatos, profármacos y sales de compuestos farmacéuticamente aceptables 

de la invención. La invención también proporciona compuestos de acuerdo con 20 

cualquiera de las secuencias desveladas en el presente documento. 

Secuencias 

SEC 

ID 

Nº: 

 

Descripción  

 

Secuencia 
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SEC 

ID 

Nº: 

 

Descripción  

 

Secuencia 

1 Género FGF21  

x1= H o 

ausente (H/∆), 

x146= L/P. 

xPIPDSSPLL QFGGQVRQRY LYTDDAQQTE 

AHLEIREDGT VGGAADQSPE SLLQLKALKP 

GVIQILGVKT SRFLCQRPDG ALYGSLHFDP 

EACSFRELLL EDGYNVYQSE AHGLPLHLPG 

NKSPHRDPAP RGPARFLPLP GLPPAXPEPP 

GILAPQPPDV GSSDPLSMVG PSQGRSPSYAS 

2 FGF21∆H: H1 ausente (∆H1), P146. 

3 Género 1 mutante Cys FGF21:x1= H/∆, x79 = D/C, x125 = H/C, x129 = 

A/C, x146= P/L 

4 Género 2 mutante Cys FGF21 x1= H/∆, x125 = C/H, x129 = A/C, x146 = 

L/P 

5 Género H125C FGF21: x1 = H/∆, H125C, x146 = L/P 

6 FGF21∆H-H125C-L146: ∆H1 H125C L146 

7 FGF21∆H-H125C: ∆H1 H125C P146  

8 Género A129C FGF21: x1 = H/∆, A129C, x146 = L/P 

9 FGF21∆H-A129C-L146: ∆H1, A129C, L146 

10 FGF21∆H-A129C: ∆H1, A129C, P146 

11 Género D79C FGF21: x1 = H/∆, D79C, x146 = P/L 

12 FGF21∆H-D79C: ∆H1, D79C, P146 

13 FGF21∆H-D79C-L146: ∆H1, D79c, L146 

14 FGF21∆H-L86C: ∆H1, L86C, P146 
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SEC 

ID 

Nº: 

 

Descripción  

 

Secuencia 

15 FGF21∆H-T40C: ∆H1, T40C, P146  

16 FGF21∆H-H1C: H1C, P146 

17 Género mutante Lys FGF21: x1=H/∆, x56, x59, x122= K/R, R69, 

x146=L/P 

18 FGF21∆H-K56: ∆H1-K56-K59R-K69R-K122R-P146 

19 FGF21∆H-K59: ∆H1-K56R-K69R-K122R-P146 

20 FGF21∆H-K69: ∆H1-K56R-K59R-K122R-P146 

21 FGF21∆H-K122: ∆H1-K56-K59R-K69R-P146 

22 FGF21∆H-Knull-P2: ∆H1-K56R-K59R-K69R-K122R-P146 

23 FGF21∆H-Knull-H1K: ∆H1-H1K-K56R-K59R-K69R-K122R-P146 

24 FGF21∆H-Knull-S181K: ∆H1-K56R-K59R-K69R-K122R- P146-S181K 

25 Cadena ligera 

de h38C2 

ELQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLL 

HTYGSPYLNW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF 

SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAV 

YFCSQGTHLP YTFGGGTKVE IKRTVAAPSV 

FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK 

VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL 

SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV 

TKSFNRGEC  

26 Cadena 

pesada de 

h38C2 

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS 

NYWMSWVRQS PEKGLEWVSE IRLRSDNYAT 

HYAESVKGRF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA 
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SEC 

ID 

Nº: 

 

Descripción  

 

Secuencia 

EDTGIYYCKT YFYSFSYWGQ GTLVTVSSAS 

TKGPSVFPLA PSSKSTSGGT AALGCLVKDY 

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL 

YSLSSVVTVP SSSLGTQTYI CNVNHKPSNT 

KVDKRVEPKS CDKTHTCPPC PAPELLGGPS 

VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE 

DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST 

YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP 

APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSREEMT 

KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN 

NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ 

GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK 

27 VL de h38C2 

28 VH de h38C2 

29 VL de m38C2 

30 VH de m38C2 

31 (Gly4 Ser)3 

32 Secuencia líder N-terminal de 28 aa de FGF21 28  

33 Secuencia del resto 209 de FGF21, isoforma P174 (P146). 

La SEC ID Nº: 1 muestra la proteína expresada de 181 restos en la que 

H1 es opcional y el resto 146 puede ser L o P. Las posiciones de los restos 
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ensayadas para la conjugación están subrayadas y se indican en negrita. En 

todo el texto se usa la numeración para la SEC ID Nº: 1. 

También se muestra la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera y 

pesada (SEC ID Nº: 25 y 26, respectivamente) de una realización de 38c2 IgG1 

humanizado. Las regiones variables (VC y VH) están subrayadas y las regiones 5 

determinantes de complementariedad (CDR) se representan en negrita. La 

lisina 99, cuya cadena lateral se combina covalentemente con los engarces 

descritos en el presente documento, está adyacente a la CDR3 de HC. 

Breve descripción de los dibujos 

Figura 1. Alineamiento de secuencia de aminoácidos de los dominios 10 

variables de m38c2, h38c2 y líneas germinales humanas. Las regiones marco 

conservadas (FR) y las CDR se definen de acuerdo con Kabat y col. Los 

asteriscos marcan diferencias entre m38c2 y h38c2 o entre h38c2 y las líneas 

germinales humanas. 

Figura 2A, 2B y 2C. Estudios farmacocinéticos en ratones de una sola 15 

dosis con Ab-FGF21∆H-A129C conjugado con Engarce-1 (L-1) en comparación 

con L-2, L-3, o L-4. Se administraron dosis a ratones Swiss-Webster macho 

jóvenes adultos IV o SC a 3 mg/kg. En todos los casos, el conjugado con L-1 

funcionó mejor con respecto a la semivida (∼33 horas SC e IV para el 

conjugado L-1, 13-23 horas SC y 22-37 horas IV para los conjugados L-2, -3, y 20 

-4) y/o biodisponibilidad SC (∼100% para el conjugado L-1, 48-53% para los 

conjugados L-2, -3, o -4). 

Figura 3A. Estudio farmacocinético en rata de una sola dosis con Ab-

FGF21∆H-A129C conjugado con L-1 en comparación con L-2. A ratas Sprague 

Dawley macho adultas se les administraron dosis por vía IV o SC a 3 mg/kg. 25 
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Para ambas vías de administración, el conjugado con L-1 funcionó mejor que el 

conjugado L-2 con respecto a la semivida (∼39 horas SC y ∼60 horas IV para el 

conjugado L-1, ∼33 horas SC y ∼52 horas IV para el conjugado L-2) y la 

biodisponibilidad SC (∼52% para el conjugado L-1, 36% para el conjugado L-2).  

Figura 3B. Comparación de PK de Ab-L1-FGF21∆H-D79C, Ab-L7-5 

FGF21∆H-D79C y Ab-L8-FGF21∆H-D79C. 

Figuras 4A y 4B. Área bajo la curva (ABC) de glucosa durante ensayo de 

tolerancia oral a glucosa (OGTT) en ratones ob/ob a los que se les administró 

una sola dosis SC (ABC Media de Glucosa (% de control con vehículo) en 

corchetes): Vehículo [100], FGF21∆H (1 mg/kg [74]), FGF21∆H (0,6 mg/kg 10 

[103]) (no mostrado en la Figura 4B para mayor claridad), Ab-FGF21∆H-H125C 

(3 mg/kg [66] y 1mg/kg [87]) (conjugado con L1), Ab-FGF21∆H-K59 (3 mg/kg 

[105]) (conjugado con L5), Ab-FGF21∆H-Knull-H1K (3 mg/kg [100]) (conjugado 

con L5), control delgado [56]. *P<0,05, **P<0,01 frente a PBS por ANOVA de 

una vía. 15 

Figura 5A y 5B. Peso corporal acumulativo (A) y cambio de peso 

hepático (B) durante OGTT en ratones ob/ob a los que se administró una sola 

dosis SC (peso corporal medio (g) entre corchetes, peso hepático medio (g) 

entre llaves): Vehículo [2,6] {2,4}, FGF21∆H (1 mg/kg [2,5] {2,2}), FGF21∆H (0,6 

mg/kg [3,2] {2,4}), Ab-FGF21∆H-A129C (3 mg/kg[1,7] {2,0}) (conjugado con L1), 20 

Ab-FGF21∆H-K59 (3 mg/kg [2,7] {2,4}) (conjugado con L5), Ab-FGF21∆H-Knull-

H1K (3 mg/kg [2,6] {2,4}) (conjugado con L5), control delgado [0,6] {1,0}. 

*P<0,05, **P<0,01 frente PBS por ANOVA de doble vía (A) y ANOVA de una 

vía (B). 
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Figura 6A. Cambio de peso corporal acumulativo en ratones ob/ob a los 

que se administró una sola dosis (peso corporal medio (g) entre corchetes): 

Vehículo [1,7], FGF21∆H [1,9], FGF21∆H-D79C (2 mg/kg [2,1]), Ab-FGF21∆H-

D79C (10 mg/kg [1,4]), Ab-FGF21∆H-H125C (10 mg/kg [0,8]), y Ab-FGF21∆H-

A129C (10 mg/kg [0,9]), vehículo delgado [0,6]. d0: día 0. Todos los conjugados 5 

Ab usaron L1. **P<0,01 frente a PBS por ANOVA de doble vía. 

Figura 6B. ABC de glucosa durante OGTT en ratones ob/ob a los que se 

administró una sola dosis (ABC de glucosa media en % entre corchetes): 

vehículo [100], FGF21∆H [63], Ab-FGF21∆H-D79C (2 mg/kg [86]), FGF21∆H-

D79C (10 mg/ml [54]), Ab-FGF21∆H-H125C (10 mg/ml [51]), y Ab-FGF21∆H-10 

A129C (10 mg/kg [54]), control delgado [48]. Todos los conjugados Ab usaron 

L1. **P<0,01 frente a Vehículo por ANOVA de una vía. 

Figura 6C. ABC de glucosa durante OGTT en ratones ob/ob a los que se 

administró FGF21∆H y Ab-FGF21∆H-D79C, (10 mg/kg). Ab-FGF21∆H-D79C se 

conjugó con Engarce-1. **P<0,01 frente a Vehículo. 15 

Figura 6D. ABC de glucosa durante OGTT en ratones ob/ob a los que se 

administró FGF21∆H y Ab-FGF21∆H-D79C (10 mg/kg) el día 6. Ab-FGF21∆H-

D79C se conjugó con L1. **P<0,01 frente a ob/ob-PBS. 

Figura 6E. ABC de glucosa durante OGTT realizada en ratones ob/ob a 

los que se administró una sola dosis de Ab-FGF21∆H-A129C los días 0, 1, 2, o 20 

3 (3 mg/kg). El Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. *P<0,05, ***P<0,001 

contra PBS por ANOVA de una vía. 

Figura 6F. Una sola dosis de Ab-FGF21∆H-A129C aumenta la expresión 

de Ucp1 en tejido adiposo blanco en ratones ob/ob (10 mg/kg). Ab-FGF21∆H-

A129C se conjugó con L1. 25 
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Figura 6G. Una sola dosis de Ab-FGF21∆H-A129C disminuye los 

triglicéridos hepáticos en ratones ob/ob (10 mg/kg). Ab-FGF21∆H-A129C se 

conjugó con L1. *P<0,05, ***P<0,001 frente a Vehículo por ANOVA de una vía. 

Figura 6H. Cambio de peso corporal acumulativo en ratones ob/ob a los 

que se administró una sola dosis de Ab-FGF21∆H-A129C los días 0, 1, 2, o 3 5 

(10 mg/kg). Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. 

Figura 7A. Una dosis repetida de Ab-FGF21∆H-A129C (10 mg/kg el día 

0 y 7) mejora la tolerancia a la glucosa en ratones DIO. El OGTT se realizó el 

día 10. Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 

frente a Vehículo por ANOVA de una vía. 10 

Figura 7B. Cambio de peso corporal acumulativo en ratones DIO a los 

que se habían administrado dos dosis de Ab-FGF21∆H-A129C el día 0 y 7 (10 

mg/kg). Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. *P<0,05, frente a Vehículo por 

ANOVA de doble vía. 

Figura 7C. La dosis repetida de Ab-FGF21∆H-A129C aumenta la 15 

expresión de Ucp1 en tejido adiposo blanco en ratones DIO (10 mg/kg). Ab-

FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. **P<0,01 frente a Vehículo por ANOVA 

de una vía. 

Figura 7D. Ab-FGF21∆H-A129C disminuye los triglicéridos en suero en 

ratones DIO (10 mg/kg). Figura 7E. Ab-FGF21∆H-A129C disminuye los ácidos 20 

grasos no esterificados en suero en ratones DIO (10 mg/kg). Figura 7F. Peso 

hepático con Ab-FGF21∆H-A129C. Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con L1. 

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 frente a Vehículo (A, B) y frente a PBC (C) por 

ANOVA de una vía. 
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Figura 7G, 7H, 7i. Efecto de Ab-FGF21∆H-A129C sobre la Expresión 

Génica Hepática en Ratones ob/ob. (7G) SCD1: estearoil-CoA desaturasa 1, 

(7H) MOGAT2: monoacilglicerol aciltransferasa 2 (7i) FoxA2: factor A2 de 

transcripción de cabeza en orquilla. A2. Ab-FGF21∆H-A129C se conjugó con 

L1. **P<0,01 frente a Vehículo por ANOVA de una vía. 5 

Figura 7J, 7K. Niveles en suero relacionados con la dosis de Ab-L1-

FGF21∆H-A129C en ratones ob/ob (7J) a los que se administró una dosis de 

10 mg/kg y (7K) una dosis a 3mg/kg. 

Figura 8A. Niveles de glucosa en plasma sobre todo el periodo de 

pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico. Figura 8B. Velocidades de infusión 10 

de glucosa durante el periodo completo del pinzamiento euglucémico 

hiperinsulinémico. Figura 8C. Producción de glucosa hepática en condiciones 

basales y de pinzamiento (*** = P< 0,0001). 

Figuras 9A-E y 9H-9P. Los valores representan la media ±ETM, n=5 

para AB-L1-FGF21∆H-A129C 1,5 mg/kg y FGF21∆H (proteína de control), n=6 15 

para AB-L1-FGF21∆H-A129C 0,15 mg/kg y grupo de vehículo. En cada punto 

de tiempo se calculó el significado de los grupos tratados con AB-L1-FGF21∆H-

A129C frente al vehículo. Para el grupo FGF21∆H, el significado en cada punto 

de tiempo se calcula frente a la línea basal. Los valores de significado son a = 

p<0,05, b = p<0,01, c = p<0,005 y d = p<0,001. El eje Y muestra cambios con 20 

respecto a la línea basal. 

Figura 9A. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre el peso corporal.  

Figura 9B. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre glucosa en plasma 

en ayunas.  
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Figura 9C. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre insulina en plasma 

en ayunas.  

Figura 9D. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre fructosamina en 

plasma en ayunas.  

Figura 9E. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre glucagón en plasma 5 

en ayunas.  

Figura 9F. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre un ensayo de 

tolerancia a glucosa intravenosa (IVGTT), ∆ABC de glucosa. Los valores 

representan la media de ∆ABC±ETM. Para los grupos tratados con 0,15 mg/kg 

y 1,5 mg/kg de AB-L1-FGF21∆H-A129C se evaluó el significado estadístico 10 

frente al vehículo mediante análisis de varianza (ANOVA) de una vía con 

ensayo posterior de Dunnetts. Se evaluó el significado a través de los puntos 

de tiempo de IVGTT frente a la línea basal para el grupo de proteína de control 

FGF21 por medición repetida ANOVA con ensayo posterior de Dunnetts. 

Figura 9G. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre ∆ABC de insulina 15 

de IVGTT. Los valores representan la media ∆ABC ± ETM. Para los grupos 

tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C 0,15 mg/kg y 1,5 mg/kg, se evaluó el 

significado estadístico frente al vehículo mediante ANOVA de una vía con 

ensayo posterior Dunnetts. Se evaluó el significado a través de los puntos de 

tiempo de IVGTT frente a la línea basal para el grupo de proteína de control 20 

FGF21 por medición repetida ANOVA con ensayo posterior Dunnetts. 

Figura 9H. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre colesterol en 

plasma total en ayunas. 

Figura 9i. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre triglicéridos en 

plasma en ayunas.  25 



62 

Figura 9J. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre ácidos grasos libres 

en plasma en ayunas.  

Figura 9K. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre colesterol de 

lipoproteína de baja densidad en plasma en ayunas. 

Figura 9L. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre cuerpos cetónicos 5 

totales en plasma en ayunas. 

Figura 9M. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre adiponectina en 

plasma en ayunas.  

Figura 9N. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre proteína C reactiva 

en plasma en ayunas.  10 

Figura 9o. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre leptina en plasma 

en ayunas.  

Figura 9P. Efecto de AB-L1-FGF21∆H-A129C sobre adipsina en plasma 

en ayunas.  

Ejemplos 15 

Los siguientes Ejemplos que ilustran realizaciones típicas de la 

invención, ilustran la versatilidad de la misma y, de ninguna manera, limitan las 

reivindicaciones ni la memoria descriptiva. 

Ejemplo 1 Identificación del sitio de contacto óptimo sobre FGF-21 

Se emprendió un estudio para identificar el sitio óptimo para realizar la 20 

conjugación, mediante un engarce, de FGF21 con un sitio de combinación de 

un anticuerpo catalítico. Se consideraron dos estrategias de conjugación: la 

conjugación a través de una cadena lateral de lisina en superficie y conjugación 

a través de una cadena lateral de cisteína en superficie. Generalmente, las 

proteínas globulares no tienen restos de cisteína desparejados en su superficie 25 
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y por tanto la incorporación de una sola cisteína en la superficie de la proteína 

puede usarse para modificarla por ingeniería genética en un solo sitio para 

conjugación específica. Sin embargo, frecuentemente la mutación con cisteína 

de restos en la superficie puede ocasionar problemas tales como dimerización 

intermolecular, emparejamiento erróneo de enlaces disulfuro nativos e 5 

interferencia con la unión al receptor. Por estas razones, la conjugación de 

proteínas está más comúnmente influenciada mediante restos de lisina. 

 Modelación por homología del receptor del FGF21 y su mecanismo de 

activación 

El FGF21 se une al FGFR1c y al FGFR4, pero el complejo receptor 10 

puede activarse solamente a través del FGFR1c. Aunque el FGFR1b y el 

FGFR1c comparten una identidad del 87% (el FGFR1b es idéntico al FGFR1c 

a excepción de la región de corte y empalme alternativa IIIb/c), el FGF21 sólo 

reconoce específicamente al FGFR1c. En este caso, la modelación por 

homología de la estructura del complejo del FGF21-FGFR1c se realizó usando, 15 

como un molde, la estructura cristalina del FGFR2-FGFR1c . Se usó un soporte 

lógico (software) MOE para la modelación por homología y análisis estructural. 

La activación del receptor requiere otro receptor de superficie celular, βKlotho. 

βKlotho tiene dos dominios que son muy similares (idénticos ∼35%) a la β-

glucosidasa citosólica humana. La estructura de βKlotho humano se modeló 20 

usando β-glucosidasa citosólica humana y la estructura en la estructura 

modelada de FGF21-FGFR1c alineada. Esta estructura del complejo modelado 

proporcionó directrices lógicas para los sitios de conjugación de lisina óptimos 

e incorporación de restos de cisteína óptimos en FGF21, que no debe 
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interrumpir las interfaces de unión entre  FGF21 y FGFR1c ni entre FGF21 y 

βKlotho. 

Para la selección de sitios de conjugación se usaron los siguientes 

criterios: (1) en la estructura, deben exponerse restos al disolvente tanto como 

sea posible; (2) los restos deben estar alejados del enlace disulfuro; (3) los 5 

restos deben estar alejados de las superficies de unión al receptor y a β-Klotho. 

La exposición al disolvente puede evaluarse en base al área de 

superficie accesible (ASA). El cálculo del ASA de la estructura modelada del 

FGF21 se realizó con software CCP4 (la Serie CCP4: Programas para 

Cristalografía de Proteínas”'. (1994) Acta Cryst. D50, 760-763) y un programa 10 

interno. Brevemente el programa en CCP4 calcula un valor en Angstroms al 

cuadrado por restos en su registro de actividades. Para calcular la fracción del 

ASA (fASA) se usó un programa interno para normalizar el ASA por resto. La 

Tabla 1 muestra restos de ASA así como de fASA. No se incluyen restos en los 

que se supone que la cadena lateral oculte la superficie. La columna 1 es el 15 

nombre del aminoácido, la 2 es el número de resto, la 3 es el ASA (en 

Angstrom al cuadrado) y la columna 4 es la fracción expuesta. El valor de fASA 

define la accesibilidad del disolvente hacia el resto de aminoácido en un 

polipéptido determinado. Un valor de fASA próximo a cero indica que se 

supone que el resto es inaccesible al disolvente, lo que sugiere que es más 20 

improbable que este sea accesible a los engarces para la conjugación. Se usó 

un valor de fASA mínimo absoluto de 0,3, con valores de área de superfície  

>1.00 sugerentes de sitios de conjugación candidatos particularmente 

probables. 



65 

En base al análisis ASA, se consideró que K122 (área de superficie de 

164,4) y K59 (área de superficie de 117,2) eran los sitios candidatos más 

prometedores para la conjugación. Con fines comparativos, también se 

conjugaron K69 (área de superficie 91) y K56 (área de superficie 73). 

Aminoácido 

Número 

de resto 

Área de 

Superficie 

Fracción 

Expuesta 

 

Aminoácido 

Número 

de 

Área de 

Superficie 

Fracción 

Expuesta 

GLY 14 105,2 1,25387 PHE 88 123 0,55083 
GLN 15 158,5 0,83774 ASP 89 50,7 0,32626 
VAL 16 81,5 0,50216 PRO 90 107,5 0,7424 
ARG 17 91,6 0,36743 GLU 91 121,5 0,64904 
ARG 19 78,6 0,31528 ARG 96 92,6 0,37144 
ALA 26 93,9 0,8067 LEU 98 114 0,57576 
GLN 27 126,5 0,66861 LEU 99 113,2 0,57172 
GLN 28 169,4 0,89535 GLU 101 182,1 0,97276 
THR 29 64,2 0,43349 ASP 102 94,6 0,60875 
GLU 30 103,9 0,55502 GLY 103 56,1 0,66865 
GLU 37 117,1 0,62553 GLN 108 72,6 0,38372 
ASP 38 90,5 0,58237 GLU 110 132,4 0,70727 
THR 40 49,8 0,33626 ALA 111 62,7 0,53866 
GLY 43 38,1 0,45411 GLY 113 56,8 0,677 
ALA 45 93,6 0,80412 LYS 122 164,4 0,79229 
ASP 46 95 0,61133 PRO 124 67,4 0,46547 
PRO 49 82,4 0,56906 HIS 125 168,4 0,84836 
GLN 54 66,8 0,35307 ARG 126 131,4 0,52708 
LYS 56 73 0,35181 PRO 128 91,3 0,63053 
ALA 57 46,6 0,40034 ALA 129 78,8 0,67698 
LEU 58 82,7 0,41768 ARG 131 225,5 0,90453 
LYS 59 117,2 0,56482 GLY 132 65,8 0,78427 
PRO 60 153,8 1,06215 PRO 133 84,9 0,58633 
GLY 61 27,9 0,33254 ARG 135 106,2 0,42599 
VAL 68 58,8 0,36229 GLY 141 30,4 0,36234 
LYS 69 91 0,43855 LEU 142 69,1 0,34899 
SER 71 69 0,54893 PRO 143 71,4 0,49309 
ARG 77 129,4 0,51905 ALA 145 86,4 0,74227 
PRO 78 98,9 0,68301 LEU 146 123,3 0,62273 
ASP 79 109,8 0,70656 PRO 147 131,1 0,90539 
TYR 83 84,4 0,35418 GLU 148 67,3 0,35951 
LEU 86 119,4 0,60303 PRO 149 170 1,17403 
HIS 87 104,8 0,52796     
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Tabla 1  Comparación de restos de superficie del FGF21   

Ejemplo 2 Generación de proteínas y mutantes del FGF21 

El ADNc del FGF21 se adquirió de la ATCC. Se construyeron vectores 

de expresión mamíferos y bacterianos usando pcDNA3.1 (Invitrogen®) y 

pET21b (EMD), respectivamente. Para las variantes mutacionales del FGF21, 5 

se introdujeron mutaciones en los vectores de expresión usando un kit de 

mutagénesis dirigido QuikChange® (Stratagene®). La presencia de las 

mutaciones deseadas se verificó por secuenciación de ADN.  

Para la expresión de mamíferos, se transfectaron células HEK293F 

(Invitrogen®) con el vector de expresión de FGF21 mamífero usando el reactivo 10 

293fectina (Invitrogen®) y cultivo en medio asérico. El medio acondicionado, 

esterilizado por filtración, se dializó frente a un tampón A (Tris-HCl 20 mM, pH 

7,5) y se cargó sobre una columna HiTrap Q (GE healthcare®) preequilibrada 

con el tampón A. La proteína FGF21 se eluyó con un gradiente lineal del 

tampón A al tampón B (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5 y NaCl 100 mM). La fracción 15 

agrupada se concentró y se cargó sobre Sephadex 300 con solución salina 

tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4). La solución de proteína resultante se 

concentró y se conservó por debajo de -80 ºC. La pureza se confirmó por SDS-

PAGE y RP-HPLC. 

Para la producción de FGF21∆H a partir de E.coli, el vector de expresión 20 

bacteriano se transformó en la cepa huésped BL21- (DE3)-RIL (Stratagene®). 

Las células transformadas se cultivaron en 1 litro de medio LB a 37 ºC y la 

expresión se inició por adición de isopropil β-D-tiogalactopiranósido 1 mM. 

Después de 4 horas, las células se recogieron y se congelaron a -20 ºC. La 

pasta celular congelada se suspendió en tampón de lisis (Tris 50 mM, EDTA 10 25 
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mM, pH 7,5), y se pasó 4 veces a través del microfluidizador. Después de 30 

minutos de centrifugación a 17.000 X g, a 4 ºC, el sedimento que contenía 

cuerpos de inclusión (CI) se resuspendió en Tris 50 mM, pH 7,5. La suspensión 

con CI lavada se centrifugó (30 min, 17.000 X g, 4 ºC). El sedimento con CI se 

conservó  a -80 ºC. El sedimento con CI congelado se disolvió con urea 7 M, 5 

DTT 5 mM y bis-tris propano 50 mM, pH 10,5 para proporcionar de 1 a 10 

mg/ml de FGF21 y se agitó durante 1 hora para disolver y reducir la proteína. 

Después el CI disuelto se diluyó 10 veces en Bis-Tris propano 50 mM, 

pH 8,0. La concentración de proteína total era de 0,1 a 1 mg/ml. La solución se 

agitó durante ∼2 días y se dializó frente a 4 litros de Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. La 10 

solución de la proteína se centrifugó a 14.000 X g durante 30 min. El 

sobrenadante se cargó sobre una columna HP HiTrap Q (GE Healthcare®) y se 

equilibró con tampón A (véase anteriormente). Las proteínas bacterianas no 

unidas se lavaron con tampón A y la proteína FGF21 se eluyó con un gradiente 

lineal de tampón B. Después la fracción FGF21 se cargó sobre una columna 15 

HP quelante HiTrap (GE Healthcare®) previamente equilibrada con tampón 

PBS. La proteína FGF21 se eluyó con un gradiente lineal de tampón PBS a 

tampón PBS más imidazol 100 mM (el pH se ajustó a 7,4). Las fracciones se 

recogieron y se concentraron  (hasta 50 mg/ml) y la solución de proteína se 

aplicó a una columna de exclusión por tamaño (Hiload 26/60, superdex 300) 20 

equilibrada con PBS (Gibco®, pH 7,4). La proteína purificada se esterilizó 

mediante un filtro de 0,22 µm y se conservó a -80 ºC. La producción típica de 

FGF21∆H a partir de medio de cultivo de 8 l fue  de 600 ∼ 700 mg. La pureza 

típica fue > 95%. El nivel típico de endotoxina fue ∼ 1 EU/mg. Se produjeron los 

mutantes de FGF21 de cisteína y lisina con respecto a arginina y se purificó de 25 
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manera similar para FGF21∆H. Una producción típica de proteína purificada fue 

350 ∼ 400 mg. La cisteína libre se confirmó usando reactivo de Ellman.  

Ejemplo 3 Síntesis del Engarce 1 

 

 5 

 

Síntesis del Engarce 1: En una parte se añadió paladio sobre carbono 

(por ejemplo, aproximadamente 1,0 g, aproximadamente 0,47 mmol) seguido 

de ácido clorhídrico (por ejemplo aproximadamente 2,5 ml, aproximadamente 

30,2 mmol) gota a gota a una suspensión de 13A (por ejemplo 10 

aproximadamente 5 g, aproximadamente 20,1 mmol) en metanol (por ejemplo 

aproximadamente 200 ml) a aproximadamente 35 ºC con atmósfera de 

nitrógeno. El hidrógeno se introdujo burbujeando lentamente en la solución a 

aproximadamente 35 ºC y la solución se agitó durante aproximadamente 2 

horas a esta temperatura. El sólido se filtró a través de un lecho de celita y se 15 

recogió. El filtrado se concentró a presión reducida y el sólido se secó al vacio 

para dar 13B como sal clorhidrato. El compuesto 13B se mezcló con 

diclorometano (por ejemplo aproximadamente 200 ml) y la solución de 

bicarbonato de sodio saturada (por ejemplo, aproximadamente 250 ml) y la 
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capa de diclorometano se separaron. La capa de diclorometano se lavó con 

cloruro de sodio saturado (por ejemplo aproximadamente 250 ml) y se secó 

sobre sulfato de sodio. La capa orgánica se filtró, se concentró a presión 

reducida y se purificó usando cromatografía ultrarrápida (SiO2, 

aproximadamente etil acetato al 60% en hexanos) para dar una producción de 5 

aproximadamente un 68% (por ejemplo aproximadamente 2,94 g) de 13C. Una 

solución de 13C (por ejemplo aproximadamente 4,65 g, aproximadamente 21,3 

mmol), 13D (por ejemplo aproximadamente 7,00 g, aproximadamente 21,3 

mmol) clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (por ejemplo 

aproximadamente 3,3 g, aproximadamente 21,3 mmol) y N,N-10 

diisopropiletilamina (por ejemplo aproximadamente 2,75 g, aproximadamente 

21,3 mmol) en diclorometano (por ejemplo aproximadamente 200 ml) a 

aproximadamente 0 ºC con nitrógeno se agitó durante 5 minutos y a 

temperatura ambiente durante aproximadamente 4 horas. La capa orgánica se 

lavó con una solución de bicarbonato de sodio diluida y la solución de cloruro 15 

de sodio saturada se concentró al vacío y se purificó usando cromatografía 

ultrarrápida (SiO2, acetonitrilo) para proporcionar el Engarce 1 (por ejemplo 

aproximadamente 8,25 g una producción de aproximadamente el 73%).           

Ejemplo 4 Síntesis del Engarce 2 

20 
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Una solución de anhídrido citracónico, 14 (por ejemplo 

aproximadamente 2,0 mg, aproximadamente16,7 mmol), β-alanina, 17 (por 

ejemplo aproximadamente 1,5 g, aproximadamente 16,7 mmol) en DMF (por 5 

ejemplo aproximadamente 10 ml) se agitó a temperatura ambiente durante 

aproximadamente 5 horas. Después la solución de la reacción se enfrió a 

aproximadamente 0 ºC y se añadió una solución de DMF (por ejemplo 

aproximadamente 10 ml) que contenía diisopropilcarbodiimida (por ejemplo 

aproximadamente 2,6 ml, aproximadamente 16,7 mmol) y HOBT (por ejemplo 10 

aproximadamente 1,9 g, aproximadamente 16,7 mmol). Se añadió 

diisopropiletilamina (por ejemplo aproximadamente 5 eq, aproximadamente 

83,5 mmol) y la mezcla de reacción se calentó a temperatura ambiente y se 

agitó durante aproximadamente otras 16 horas. La reacción se vertió en agua, 
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se acidificó con HCl 1 N y se extrajo con acetato de etilo (por ejemplo 

aproximadamente 3x aproximadamente 30 ml). La capa orgánica se lavó con 

agua (por ejemplo aproximadamente 2 X aproximadamente 30 ml) y salmuera 

(por ejemplo aproximadamente 30 ml) y después se secó sobre sulfato de 

sodio. El disolvente se eliminó al vacío y la mezcla en bruto se purificó por 5 

cromatografía de columna. Las fracciones deseadas se agruparon y se 

concentraron a presión reducida para dar 17A. 

El compuesto 17A (por ejemplo aproximadamente 0,5 g, 

aproximadamente 2,09 mmol) se agitó en aproximadamente ácido 

trifluoroacético al 15% en diclorometano a temperatura ambiente durante 10 

aproximadamente 2 horas y se concentró hasta secarse a presión reducida. El 

ácido libre 18 se añadió a la N-hidroxisuccinimida (por ejemplo 

aproximadamente 0,25 g, aproximadamente 2,09 mmol) en tetrahidrofurano 

(por ejemplo aproximadamente 20 ml), seguido por diisopropilcarbodiimida (por 

ejemplo aproximadamente 0,33 ml, aproximadamente 2,09 mmol) y se agitó 15 

durante aproximadamente 4 horas a temperatura ambiente. La diisopropil urea 

se eliminó por filtrado. El filtrado se evaporó hasta sequedad. Se añadió éter de 

petróleo (por ejemplo aproximadamente 30 ml) al resto, se trituró, se agitó y la 

capa de éter de petróleo se decantó. Este procedimiento se repitió una vez más 

con éter de petróleo y el producto 18 se secó al vacío. 20 

A una solución de THF del 18 activado se añadió amina-peg2-tbutil 

éster,  19 (por ejemplo aproximadamente 0,5 g, 2,09 mmol) seguido de 

abundante DIPEA (por ejemplo ,aproximadamente 3 equivalentes). La solución 

se agitó a temperatura ambiente durante un mínimo de 1 hora y se purificó por 

HPLC-MS recogiendo una Masa de 343 y 399. Las fracciones que contenían el 25 
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producto deseado se agruparon y se liofilizaron para recoger 20. El resto se 

disolvió en ácido trifluoroacético aproximadamente al 15% en diclorometano y 

algunas gotas de agua y se agitó a temperatura ambiente durante 

aproximadamente 2 horas. La reacción se concentró a aproximadamente 1 ml y 

el producto se trató con precipitado de agua. El material en bruto se purificó 5 

usando HPLC-MS para producir 21 (M+343). 

Se agitó una solución de ácido 21 (por ejemplo aproximadamente 60 

mg, aproximadamente 0,18 mmol), HBTU (por ejemplo aproximadamente 137 

mg, aproximadamente 0,36 mmol), y clorhidrato de anilina 22 (por ejemplo 

aproximadamente 45 mg, aproximadamente 0,18 mmol), diisopropiletilamina 10 

(por ejemplo aproximadamente 0,14 ml, aproximadamente 0,90 mmol) en DMF 

(por ejemplo aproximadamente 2 ml) a temperatura ambiente durante 

aproximadamente 30 minutos y se purificó usando HPLC-MS. La fracción 

deseada se agrupó y se concentró para recoger L2 (por ejemplo 

aproximadamente 16 mg, aproximadamente 0,03 mmol).  15 

Ejemplo 5 Síntesis del Engarce 3 

 

Se agitó una solución de anhídrido citracónico, 14 (por ejemplo 

aproximadamente 0,5 g, aproximadamente 16,4 mmol), amina-peg2-tbutil éster 20 

23 (por ejemplo aproximadamente 1,0 g, aproximadamente 4,2 mmol) en DMF 
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(por ejemplo aproximadamente 10 ml) a temperatura ambiente durante 

aproximadamente 2 horas. Se añadió diisopropilcarbodiimida (por ejemplo 

aproximadamente 0,8 ml, aproximadamente 5,2 mmol) y HOBT (por ejemplo 

aproximadamente 0,7 g, aproximadamente 6,1 mmol) y la reacción se calentó a 

aproximadamente 80 ºC durante aproximadamente 2 horas. Se dejó enfriar la 5 

reacción a temperatura ambiente durante una noche y se filtró la urea. El 

filtrado se vertió en agua y se extrajo con DCM. La capa orgánica se lavó con 

salmuera y se concentró hasta producir aceite. El producto en crudo se disolvió 

en HCl 6 N aproximadamente al 50% en acetonitrilo para desproteger el ácido. 

El producto se disolvió en DMF, se filtró y se purificó usando HPLC-MS para 10 

recoger 24 (por ejemplo aproximadamente 208 mg, aproximadamente 0,7 

mmol). 

Se añadió una solución de maleimida, 24 (por ejemplo aproximadamente 

0,16 g, aproximadamente 0,6 mmol) y clorhidrato de anilina 22 (por ejemplo 

aproximadamente 150 mg, aproximadamente 0,6 mmol) en DMF, HBTU y DIEA 15 

abundantes (por ejemplo aproximadamente más de 3 equivalentes de cada 

uno). El material en bruto se purificó mediante aproximadamente 2 inyecciones 

en un HPLC-MS. Las fracciones deseadas que contenían el material más puro 

se agruparon y se liofilizaron para recoger L3 (por ejemplo aproximadamente 

17,3 mg, aproximadamente 36,7 mmol). 20 

Ejemplo 6 Síntesis del Engarce 4 
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 Se agitó una solución de anhídrido citracónico (14, por ejemplo 

aproximadamente 510 mg, aproximadamente 4,55 mmol) y ácido trans-4-

aminometil ciclohexano carboxílico (13, por ejemplo aproximadamente 716 mg, 

aproximadamente 4,55 mmol) en dimetilformamida (por ejemplo 5 

aproximadamente DMF, aproximadamente 5 ml) con nitrógeno (N2) a 

temperatura ambiente durante aproximadamente 6 horas. La solución de la 

reacción se enfrió a aproximadamente 0 ºC, se añadió DIPEA (por ejemplo 

aproximadamente 1,98 ml, aproximadamente 11,4 mmol) seguido de 

trifluoroacetato de pentafluorofenilo (por ejemplo aproximadamente 1,96 ml, 10 

aproximadamente 11,4 mmol) en DMF (por ejemplo aproximadamente 3 ml). La 

mezcla de reacción se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante 

aproximadamente otras 16 horas con N2. El sólido se filtró y el filtrado se vertió 

en aproximadamente 30 ml de agua, se extrajo con diclorometano (por ejemplo 

aproximadamente 2x aproximadamente 30 ml) y la capa de diclorometano se 15 

secó sobre Na2SO4. El disolvente se eliminó al  vacio y la mezcla en bruto se 

purificó por cromatografía de columna para producir aproximadamente 550 mg 
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del producto intermedio pentafluorofenil éster (15, por ejemplo 

aproximadamente una producción del 29%). 

Se añadió N-metil morfolina (por ejemplo aproximadamente 290 µl, 

aproximadamente 2,64 mmol) a la solución del producto intermedio 

pentafluorofenil éster (15, por ejemplo aproximadamente 550 mg, 5 

aproximadamente 1,32 mmol) y terc-butil éster del ácido 3-[2-(2-amino-etoxi)-

etoxi]-propiónico (por ejemplo aproximadamente 295 mg, aproximadamente 

1,32 mmol) en tetrahidrofurano (THF, por ejemplo aproximadamente 5 ml) y se 

agitó a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas. El disolvente 

se eliminó al vacio y el resto se disolvió en DMF y se purificó por HPLC 10 

preparativa. El producto intermedio terc-butil éster obtenido se trató con ácido 

trifluoroacético aproximadamente al 50% en diclorometano (por ejemplo 

aproximadamente 4 ml) durante aproximadamente 30 minutos. El disolvente se 

eliminó al vacio y el resto se purificó por HPLC preparativa para obtener 

aproximadamente 300 mg del producto intermedio ácido 16 como un sólido 15 

blanco (por ejemplo aproximadamente una producción del 55%; MS: 411,2 

(M+H+)). 

Se agitó una solución del producto intermedio ácido anterior (16, por 

ejemplo aproximadamente 33 mg, aproximadamente 0,08 mmol), 1-[3-(4-

amino-fenil)-propionil]-acetidin-2-ona (por ejemplo aproximadamente 18 mg, 20 

aproximadamente 0,08 mmol), HOBT (por ejemplo aproximadamente 25 mg, 

aproximadamente 0,16 mmol) y HBTU (por ejemplo aproximadamente 61 mg, 

aproximadamente 0,16 mmol), y N-metil morfolina (por ejemplo 

aproximadamente 44 µl, aproximadamente 0,4 mmol) en DMF (por ejemplo 

aproximadamente 1 ml) a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 25 
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horas. La mezcla en bruto se purificó por HPLC preparativa para obtener L4 

como aceite incoloro (por ejemplo aproximadamente 22 mg, producción del 

45%; MS: 611,4 (MH+)). 

Ejemplo 7 Síntesis del Engarce 5 

 L5 5 

Se añadió diisopropil carbodiimida (por ejemplo aproximadamente 3,11 

ml, aproximadamente 19,86 mmol, aproximadamente 2,95 eq) a una solución 

del Engarce 6 (por ejemplo, aproximadamente 6,63 g, aproximadamente 20,69 

mmol, aproximadamente 3,07 eq) y N-hidroxisuccinimida (por ejemplo 

aproximadamente 2,29 g, aproximadamente 19,86 mmol, aproximadamente 10 

2,95 eq) en tetrahidrofurano seco (por ejemplo aproximadamente 500 ml) a 

aproximadamente 0 ºC. La mezcla se agitó a aproximadamente 0 ºC durante  

aproximadamente 1 hora y después se agitó a temperatura ambiente durante 

una noche. El disolvente se eliminó al vacio y el resto se lavó con éter de 

petróleo (por ejemplo aproximadamente 2 X aproximadamente 200 ml) y el 15 

polvo se secó al vacio durante aproximadamente 2 horas y se usó en las 

etapas posteriores. 

Ejemplo 8 Síntesis del Engarce 6 
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Ejemplo 9 Síntesis del Engarce 7 

 

 

 5 

Se agitó una solución de I (por ejemplo aproximadamente 438 mg, 

aproximadamente 4,47 mmol) y II (por ejemplo aproximadamente 1,04 g, 

aproximadamente 4,47 mmol) en dimetil formamida (por ejemplo 
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aproximadamente 25 ml) con una atmósfera de nitrógeno durante 

aproximadamente 2,5 horas. La reacción se enfrió a aproximadamente 0 ºC 

usando un baño con hielo. Se añadió 1-hidroxipirrolidina-2,5-diona (por ejemplo 

aproximadamente 647 mg, aproximadamente 5,62 mmol), y N-(3-

dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida clorhidrato (por ejemplo 5 

aproximadamente 1,71 g, aproximadamente 8,92 mmol) y se agitó a 

temperatura ambiente aproximadamente durante una noche. La capa orgánica 

se diluyó con diclorometano, se lavó con agua, se concentró a presión reducida 

y se purificó usando cromatografía ultrarrápida (SiO2, acetato de etilo 

aproximadamente al 75% en hexanos a aproximadamente metanol al 5% en 10 

diclorometano para obtener III (por ejemplo aproximadamente 767 mg). Se 

agitó una solución de III (por ejemplo aproximadamente 573 mg, 

aproximadamente 1,83 mmol) en diclorometano (por ejemplo aproximadamente 

15 ml) y ácido trifluoroacético (por ejemplo aproximadamente 1,16 ml) durante 

aproximadamente 9,5 horas a temperatura ambiente aproximadamente. El 15 

material se concentró a presión reducida y se secó en una bomba de vacío 

durante una noche para obtener IV. El compuesto IV en bruto se disolvió en 

diclorometano (por ejemplo aproximadamente 15 ml), y dimetil formamida 

(aproximadamente 2 gotas) y se agitó con oxalil cloruro (por ejemplo 

aproximadamente 465 mg, aproximadamente 3,66 mmol) durante 20 

aproximadamente 2 horas. El disolvente se eliminó a presión reducida y el 

aceite se secó al vacío durante 1 hora. El aceite se disolvió en diclorometano 

(por ejemplo aproximadamente 15 ml) y se agitó con 13B (por ejemplo 

aproximadamente 464 mg, aproximadamente 1,83 mmol) y diisopropil etilamina 

(por ejemplo aproximadamente 2,9 ml, aproximadamente 16,5 mmol) con 25 
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nitrógeno durante aproximadamente 30 minutos. La capa orgánica se lavó con 

una solución saturada de bicarbonato de sodio, solución saturada de cloruro de 

sodio, se concentró a presión reducida y se purificó usando cromatografía 

ultrarrápida (SiO2, etil acetato aproximadamente al 85% en hexanos a 

aproximadamente etil acetato al 100%) para obtener el Engarce 7 (por ejemplo 5 

aproximadamente 323 mg, aproximadamente 39%).     

Ejemplo 10 Síntesis del Engarce 8 

 

Se agitó una solución de V (por ejemplo aproximadamente 980 mg, 

aproximadamente 1,91 mmol), 13C (por ejemplo aproximadamente 484 mg, 10 

aproximadamente 1,91 mmol), diisopropiletilamina (por ejemplo 

aproximadamente 2 ml, aproximadamente 11,5 mmol) en diclorometano 

durante aproximadamente 6 horas a aproximadamente temperatura ambiente. 

Se añadieron aproximadamente otro 1 eq de 13C (por ejemplo 

aproximadamente 484 mg, aproximadamente 1,91 mmol) y aproximadamente 3 15 

eq de diisopropiletilamina (por ejemplo aproximadamente 1 ml, 

aproximadamente 5,73 mmol) y se agitó a aproximadamente temperatura 

ambiente durante una noche. La mezcla de reacción se lavó con una solución 

saturada de bicarbonato de sodio, solución saturada de cloruro de sodio, se 

secó (sobre sulfato de sodio) se filtró, se concentró a presión reducida y se 20 
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purificó usando cromatografía ultrarrápida (etil acetato aproximadamente al 

100% a aproximadamente 5% de metanol en etil acetato a aproximadamente 

metanol al 10% en etil acetato) para obtener el Engarce 8 (por ejemplo 

aproximadamente 285 mg, aproximadamente el 24%). 

Ejemplo 11 Conjugación de proteína y engarce 5 

Se hicieron reaccionar las proteínas mutantes FGF21 con el engarce en 

cuestión a una proporción molar de 1:10 a temperatura ambiente durante 2 

horas. Después, todas las proteínas FGF21 unidas al engarce se purificaron 

usando una columna PD-10 y el tampón se intercambió en Tris-HCl 20 mM, 

NaCl 20 mM, pH 7,0. 10 

Ejemplo 12 Conjugación del complejo proteína-engarce con anticuerpo. 

Todas las proteínas FGF21 unidas al engarce se fusionaron con h38C2 

IgG1 (SEC ID Nº: 25 y 26) (Tris-HCl 20 mM, NaCl 20 mM, pH 7,0) a una 

proporción molar de 6:1 a temperatura ambiente durante una noche. Los 

complejos proteína-engarce-anticuerpo se purificaron por SEC. La eficacia de 15 

la conjugación se confirmó mediante análisis LCMS.  

Ejemplo 13 Ensayo de Producción de Proteínas 

Todas las proteínas FGF21 se expresaron en E. coli. Las proteínas 

FGF21 expresadas en bacterias se encontraron en cuerpos de inclusión. 

Después de realizar la lisis de las células y de eliminar el sobrenadante, los 20 

sedimentos se disolvieron en urea 7 M, Bis-Tris propano 50 mM, pH 10,5 a 4 

ºC. Los cuerpos de inclusión solubilizados se disolvieron en Bis-Tris propano 

50 mM, glutatión oxidado 10 mM, pH 9,0 y se agitó durante 2 horas, seguido de 

diálisis frente Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 a 4 ºC durante una noche. Las fracciones 

solubles se purificaron por columna HiTrap Q. Las proteínas se caracterizaron 25 
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mediante análisis SDS-PAGE. Los niveles de expresión de los mutantes de 

lisina fueron 10-50 mg/l. 

Ejemplo 14 Ensayo de Glut1 por Taqman 

Para medir la expresión del ARNm de Glut1 por el procedimiento qPCR, 

se usaron adipocitos 3T3-L1 diferenciados. Los adipocitos 3T3-L1 5 

diferenciados, privados de suero durante una noche los días 10-14, se trataron 

con los compuestos durante 6 horas. Se extrajo el ARN total de estas células, y 

se midió la expresión del ARNm de Glut1 y de GAPDH usando un kit de RT-

PCR  Quantitect Probe y se procesó una reacción de PCR cuantitativa en 

tiempo real en una máquina Taqman (Applied Biosystems®). La bioactividad de 10 

los compuestos se determinó mediante un cambio doble en los niveles de 

ARNm de Glut1 normalizados por los niveles de ARNm de GAPDH de cada 

muestra. En el ensayo, los valores de CE50 se obtuvieron como mediciones de 

la fuerza de los compuestos a partir de las curvas de respuesta a la dosis.  

Ejemplo 15 Ensayo de Captación de Glucosa 15 

Los adipocitos 3T3-L1 diferenciados se trataron con los compuestos en 

ausencia de suero durante 24 horas. Después las células se incubaron con  

14C-2-desoxiglucosa durante 1 hora y se cuantificó la captación de glucosa en 

las células en un instrumento Wallac 1450 MicroBeta (Trilux). La captación de 

glucosa se expresó en recuentos por minutos (RPM). . En el ensayo, los 20 

valores de CE50 se obtuvieron como mediciones de la fuerza de los 

compuestos a partir de las curvas de respuesta a la dosis  

Ejemplo 16 Farmacocinética en Ratón 

La PK de los conjugados del anticuerpo FGF21 se examinó en ratones 

después de administración IV o SC. Los conjugados del anticuerpo se 25 
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inyectaron en ratones macho adultos jóvenes Swiss-Webster (20-25 g) y se 

obtuvieron muestras de sangre a partir de los puntos de tiempo desde 5 

minutos a 120 horas después de la dosificación. Las concentraciones de los 

conjugados de anticuerpo en suero se determinaron usando un ELISA que 

captura la parte FGF21 de los conjugados de anticuerpo mediante un 5 

anticuerpo anti-hFGF21 monoclonal unido a una placa de 96 pocillos. Los 

conjugados de anticuerpo FGF21 unidos a la placa se detectaron mediante un 

anticuerpo anti-hFc monoclonal y las concentraciones se determinaron usando 

una curva convencional de la solución de dosificación de PK diluida en tampón 

de ensayo que contenía suero. La biodisponibilidad SC se calculó como la 10 

proporción del área bajo la curva (ABC) del perfil de concentración de suero SC 

divida entre el ABC del perfil de concentración de suero IV. 

Ejemplo 17 Eficacia en Ratón 

La eficacia de los conjugados de los anticuerpos FGF21 se evaluó en 

dos modelos murinos obesos de resistencia a insulina - ratones ob/ob y ratones 15 

obesos inducidos por una dieta rica en grasas. Para ambos modelos, se 

enjaularon 2-4 ratones macho (de 6-8 semanas de vida para ob/ob, de 12-14 

semanas de vida para DIO con dieta rica en grasas iniciada a las 6 semanas de 

vida) y por inyección SC se les administró conjugados de anticuerpo FGF21. El 

peso corporal se tomaba diariamente por las mañanas. Se evaluó la tolerancia 20 

a glucosa mediante ensayo de tolerancia a glucosa oral. Brevemente, la 

mañana del día del ensayo se dejó en ayunas a los ratones durante 4-5 horas. 

Se obtuvo una muestra de sangre basal y los niveles de glucosa en sangre se 

determinaron usando un glucómetro portátil. Después de la muestra basal, se 

administró glucosa por sonda oral y después de esto se extrajeron muestras de 25 



83 

sangre a partir de  15 a 120 minutos. La tolerancia a glucosa se calculó como el 

ABC desde el punto de tiempo basal hasta los 120 minutos. 

Ejemplo 18 actividad de K56 en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-K56 

Se generó FGF21∆H-K56-K59R-K69R-K122R (SEC ID Nº: 18) y se 

purificó como se ha descrito anteriormente. Se observó que FGF21∆H-K56-5 

K59R-K69R-K122R era fuerte en el ensayo de Glut1 por Taqman (CE50=0,9 

nM; n=2). Se demostró que la captación de glucosa fue de 5,5 nM. Con L5 se 

combinó FGF21∆H-K56-K59R-K69R-K122R a K56 y se conjugó con h38C2 

como se ha descrito para formar Ab-L5-FGF21∆H-K56. Ab-L5-FGF21∆H-K56 

conservó la fuerza en el ensayo de Glut1 por Taqman (CE50=1,9 nM; n=1), y 10 

mostró una semivida después de administración IV de 17 horas y una semivida 

después de administración SC de 13 horas. La biodisponibilidad fue del 66%. 

Ejemplo 19 actividad de K59 en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-K59  

Se generó FGF21∆H-K56R-K59-K69R-K122R (SEC ID Nº: 19) y se 

purificó como se ha descrito. Se observó que FGF21∆H-K56R-K59-K69R-15 

K122R era fuerte en el ensayo de Glut1 por Taqman (CE50=0,6 nM; n=1). La 

captación de glucosa fue de 0,9 nM. Con L5 se combinó FGF21∆H-K56R-K59-

K69R-K122R a K59 y se conjugó con h38C2 para formar Ab-L5-FGF21∆H-K59. 

Ab-L5-FGF21∆H-K59 conservó la fuerza in vitro en el ensayo de Glut1 por 

Taqman (CE50=6,5 nM; n=2) y mostró una semivida IV de 13  horas. 20 

Ejemplo 20  actividad de K69 en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-K69 

 Se generó FGF21∆H-K56R-K59R-K69-K122R (SEC ID Nº: 20) y se 

purificó como se ha descrito. Se observó que FGF21∆H-K56R-K59R-K69-

K122R era fuerte tanto en un ensayo de Glut 1 por Taqman (CE50=1,3 nM; n=1) 

como en un ensayo de captación de glucosa (CE50=5,2 nM). Con L5 se 25 
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combinó FGF21∆H-K56R-K59R-K69-K122R a K69, y se conjugó con h38C2 

para formar Ab-L5-FGF21∆H-K69.  

Ejemplo 21  K122 actividad Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-K122 

Se generó FGF21∆H-K56-K59R-K69R-K122 (SEC ID Nº: 21) y se 

purificó como se ha descrito. FGF21∆H-K56-K59R-K69R-K122 era fuerte tanto 5 

en un ensayo de Glut 1 por Taqman (CE50=2,6 nM; n=2) como en un ensayo de 

captación de glucosa (CE50=1,7 nM). Con L5, FGF21∆H-K56-K59R-K69R-K122 

se combinó a K122 y se conjugó con h38C2 para formar Ab-L5-FGF21∆H-

K122. Ab-L5-FGF21∆H-K122 conservó la fuerza in vitro (CE50=1,6 nM en 

ensayo Glut1 Taqman; n=2) y mostró una semivida IV de 16 horas y una 10 

semivida SC de 14 horas. La biodisponibilidad fue del 40%. 

Ejemplo 22  actividad de K-null-P2 en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-Knull-P2 

 Se generó FGF21∆H-Knull-P2 (SEC ID Nº: 22) y se purificó como se ha 

descrito. FGF21∆H-Knull-P2 era fuerte en un ensayo Glut 1 Taqman (CE50=1,2 

nM; n=2). Con L5, FGF21∆H-Knull-P2 se combinó al extremo N’ de P2 y se 15 

conjugó con h38C2 para formar Ab-L5-FGF21∆H-Knull-P2. Ab-L5-FGF21∆H-

Knull-P2 presentó fuerza reducida in vitro (CE50=16.6 nM en ensayo Glut1 

Taqman; n=1) y una semivida IV de 17 horas. 

Ejemplo 23  actividad de Knull-H1K en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-Knull-H1K 

 Se generó FGF21∆H-Knull-H1K (SEC ID Nº: 23) y se purificó como se 20 

ha descrito. FGF21∆H-Knull-H1K era fuerte en un ensayo Glut 1 Taqman 

(CE50=6,4 nM; n=2). Con L5, FGF21∆H-Knull-H1K se combinó a H1K y se 

conjugó con h38C2 para formar Ab-L5-FGF21∆K-Knull-H1K. FGF21∆H-Knull-

H1K conservó la fuerza in vitro (CE50=4,3 nM en ensayo Glut1 Taqman; n=2), y 
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mostró una semivida IV de 16 horas, una semivida SC de 11 horas y una 

biodisponibilidad SC del 51%. 

Ejemplo 24  actividad de K-null-S181K en Ab-L5-FGF21∆∆∆∆H-Knull-S181K  

 Se generó FGF21∆H-Knull-S181K (SEC ID Nº: 24) y se purificó como se 

ha descrito. FGF21∆H-Knull-S181K era fuerte en un ensayo Glut 1 Taqman 5 

(CE50=7,5 nM; n=2). Con L5, FGF21∆H-Knull-S181K se combinó a S181K y se 

conjugó con h38C2 para formar Ab-L5-FGF21∆H-Knull-S181K. Ab-L5-

FGF21∆H-Knull-S181K mostró una pérdida de fuerza in vitro (CE50=>500 nM 

en ensayo Glut1 Taqman; n=2).  

Ejemplo 25 Sumario de resultados de actividad de los mutantes de lisina 10 

 Todas las proteínas mutantes de lisina eran activas en el ensayo Glut1 

por Taqman. Cuando se conjugaron, la mayoría de los conjugados (K56, K59, 

K122, Knull-H1K) conservaron actividad en ensayo Taqman, con valores CE50 

similares a los de la proteína FGF21 nativa. El conjugado Knull-P2 mostró 

alguna reducción en cuanto a la fuerza inicial y el conjugado Knull-S181K 15 

mostró pérdida de actividad en el ensayo Taqman.  

Ejemplo 26 Identificación de sitios de contacto óptimos en FGF21 usando 

conjugación cisteína-maleimida 

Cuando se introduce una mutación por sustitución de cisteína como un 

resto de unión, uno de los desafíos es que el resto de cisteína puede 20 

encontrarse en contacto con otros restos, y/o formar un puente salino o un 

enlace de hidrógeno. Aunque puede ser difícil predecir las distancias a nivel de 

átomo usando estructuras modeladas, se seleccionaron diversos restos en 

base a la posibilidad de estar localizados distalmente de los sitios de unión a 

FGFR1c y βKlotho: His1, Thr40, Asp79, Leu86, His125 y Ala129.  25 
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Los seis restos son distintos entre sí en términos de elementos 

estructurales (giro y bucle), área de superficie accesible (ASA) y configuración 

en el medio (convexa y cóncava) y todos se modelaron en el lado opuesto de la 

proteína para las interacciones con FGFR1c (Tabla 2). En particular, His1, 

Asp79, Leu86 e His125 se identificaron como sitios de conjugación 5 

potencialmente activos debido a altos valores ASA asociados con estos sitios. 

Restos Estructura Configuración % ASA ASA Sitio 

βKlotho  

His1 Desordenada No disponible No disponible   

Thr40 Cadena β cóncava 34 49,8 poco 

alejado 

Asp79 Giro β convexa 71 109,8 alejado 

Leu86 Cadena β convexa 60 119,4 poco 

alejado 

His125 desordenada convexa 85 169,4 alejado 

Ala129 desordenada cóncava 68 78,8 alejado 

Tabla 2 Comparación de restos candidatos para sustitución por cisteína 

Ejemplo 27 H1C FGF21∆∆∆∆H-H1C  

Se generó FGF21∆H-H1C (SEC ID Nº: 16) y se expresó. Sin embargo, 

los mutantes FGF21∆H-H1C, carecían del grupo N’ cisteína y por lo tanto la 10 

investigación de este mutante se suspendió. 

Ejemplo 28 T40C FGF21∆∆∆∆H-T40C  

La generación de FGF21∆H-T40C (SEC ID Nº: 15) presentó desafíos 

significativos. La mutación de treonina por cisteína en la posición 40 produjo 

especies múltiples de FGF21∆H-T40C en RP-HPLC después del 15 
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replegamiento. Se realizaron intentos adicionales para mejorar el proceso de 

replegamiento cambiando la concentración de la proteína y el pH, con y sin 

adición de glutatión. El proceso de replegamiento se controló mediante RP-

HPLC. La adición de glutatión dio como resultado un replegamiento eficaz de  

T40C; sin embargo, se encontró que el glutatión se unió a FGF21, más 5 

probablemente mediante la cisteína introducida en la posición 40. El aducto de 

glutatión mostró la misma actividad biológica que la del tipo silvestre FGF21∆H, 

indicando que la posición 40 no está implicada en la activación del receptor por 

FGF21.  

Ejemplo 29 actividad de D79C en Ab-L1-FGF21∆∆∆∆H-D79C 10 

 Se generó FGF21∆H-D79C (SEC ID Nº: 12) y se purificó como se ha 

descrito. FGF21∆H-D79C era fuerte en ensayo Glut 1 Taqman (CE50=2,1 nM; 

n=4). Con L1, FGF21∆H-D79C se combinó a D79C y se conjugó con h38C2 

para formar Ab-L1-FGF21∆H-D79C. Ab-L1-FGF21∆H-D79C conservó la fuerza 

in vitro (CE50=3,7 nM en ensayo Glut1 Taqman; n=3) y mostró una semivida IV 15 

de 17 y 19 horas (n=2), una semivida SC de 20 y 20 horas (n=2) y una 

biodisponibilidad SC del 55% y 70 (n=2).  

Ejemplo 30 Ensayo de estabilidad de FGF21∆∆∆∆H-D79C 

Se produjo la proteína mutante FGF21∆H-D79C en E. coli y se purificó 

como se ha descrito anteriormente. FGF21∆H-D79C se expresó a partir de 1 l 20 

de cultivo. Se obtuvo un cuerpo de inclusión de 150 mg y se obtuvo una 

proteína purificada de  85 mg que representaba una producción al 60%. Para 

ensayar la estabilidad de FGF21∆H-D79C así como de FGF21∆H (SEC ID Nº: 

2), se conservaron a 4 ºC muestras recién descongeladas durante siete días y 

se examinaron para determinar su integridad por RP-HPLC, SEC_HPLC, 25 



88 

ensayo Ellman y SDS-PAGE los días 0, 3 y 7. Se observó que FGF21∆H-D79C 

era estable a pH neutro 7,4: únicamente ligeras cantidades de FGF21∆H-D79C 

parecieron oxidarse y dimerizarse incluso después de incubación de siete días 

a 4 ºC, mientras que más de la mitad de FGF21∆H-D79C se oxidó a un pH 

inferior a 6,0 después de tres días de incubación a 4 ºC. El PBS (pH 7,4) y Tris-5 

HCl 20 mM, NaCl 50 mM (pH 7,5) no presentaron diferencias significativas de 

estabilidad de FGF21∆H-D79C. 

El motivo por el cual la cisteína libre de FGF21∆H-D79C era más estable 

a pH 7,4 que a pH 6,0 no está claro. El punto isoeléctrico (pI) calculado de WT 

FGF21 era 5,43 (es decir, FGF21-H1-P146); el pI de FGF21∆H era 5,27; y el pI 10 

de FGF21∆H-D79C de 5,47. Es posible que la solubilidad de FGF21∆H-D79C 

pudiera reducirse a pH 6,0. La estabilidad de FGF21∆H-D79C se examinó 

después de ciclos múltiples de congelación/descongelación. Las proteínas se 

repitieron para congelar (-80 ºC) y descongelar (4 ºC) 9 veces. Ninguna 

muestra mostró diferencia alguna entre el ciclo 1 y los 9 ciclos en ensayos RP-15 

HPLC, SEC y Ellman. Como conclusión, FGF21∆H-D79C pareció ser 

significativamente menos estable a 4 ºC que a  - 80 ºC. 

Ejemplo 31 L86C FGF21∆∆∆∆H-L86C 

 Se generó FGF21∆H-L86C (SEC ID Nº: 14) y se purificó como se ha 

descrito. Aunque la mayoría de los restos hidrófobos estaban ocultos en los 20 

núcleos de las proteínas, algunos restos estaban expuestos al disolvente lo que 

podría ocasionar la no solubilidad de la proteína. Leu86 es un resto hidrófobo y 

aparecía expuesto al disolvente en la estructura modelada de FGF21. Se 

supuso que la mutación L86C podía proporcionar beneficios en cuanto a 

solubilidad. 25 
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La mutación L86C dio como resultado un replegamiento ineficaz y un 

bajo rendimiento de proteína. La adición de glutatión dio como resultado un 

replegamiento eficaz de L86C; sin embargo, se observó que más de un 

glutatión se unió a una molécula de FGF21, más probablemente a través del 

C86 introducido así como restos de cisteína nativos. El aducto de glutatión 5 

mostró una reducción de aproximadamente 10 veces de la actividad biológica y 

por lo tanto la investigación de FGF21∆H-L86C se suspendió. 

Ejemplo 32 actividad de H125C  en Ab-L1-FGF21∆∆∆∆H-H125C 

 Se generó FGF21∆H-H125C (SEC ID Nº: 7) y se purificó como se ha 

descrito. FGF21∆H-H125C era fuerte en ensayo Glut 1 Taqman (CE50=1,2 nM; 10 

n=3). FGF21∆H-H125C se combinó con L1 y con h38C2 se conjugó a H125C 

para formar Ab-L1-FGF21∆H-H125C. Cuando estuvo conjugado, Ab-L1-

FGF21∆H-H125C conservó la fuerza in vitro (CE50=3,2nM en ensayo Glut1 

Taqman; n=4), y mostró una semivida IV de 37 horas, una semivida SC de 32 

horas y una biodisponibilidad SC del 67%. 15 

Ejemplo 33 actividad de A129C en Ab-L1-FGF21∆∆∆∆H-A129C 

 Se generó FGF21∆H-A129C (SEC ID Nº: 10) y se purificó como se ha 

descrito. FGF21∆H-A129C era fuerte en ensayo Glut 1 Taqman (CE50=1,4 nM; 

n=6). FGF21∆H-A129C se combinó con L1 a A129C y se conjugó con h38C2 

para formar Ab-L1-FGF21∆H-A129C. Ab-L1-FGF21∆H-A129C conservó su 20 

fuerza in vitro (CE50=2,7 nM en ensayo Glut1 Taqman; n=7) y mostró una 

semivida IV de 33 horas, una semivida SC de 37 horas y una biodisponibilidad 

del 69% (en ratones). En la rata, Ab-L1-FGF21∆H-A129C mostró una semivida 

IV de 60 horas, una semivida SC de 39 horas, y una biodisponibilidad SC del 
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52%. En monos, la semivida IV fue de 65 horas, la semivida SC fue de 48 

horas y la biodisponibilidad SC fue del 68%. 

Ejemplo 34 Mejora de Pureza de Endotoxina 

Se produjeron las proteínas FGF21∆H-H125C y FGF21∆H-A129C por 

cultivo de fermentación de E. coli. Para reducir niveles de endotoxina, después 5 

de la primera Q, se utilizó una etapa Q adicional, que redujo los niveles de 

toxina de 10 EU/ml → 0,1 EU/ml. El protocolo de purificación se modificó de la 

siguiente manera. Aproximadamente se obtuvieron 10 g de IB a partir del 

medio de cultivo de 1 l y se disolvieron con 40 ml de Urea 7 M, DTT 5 mM, BTP 

(Bis-tris Propano) 50 mM, pH 10,5 (1 ∼ 2 horas). La reducción de la proteína 10 

FGF21 se controló por RP-HPLC. La proteína solubilizada se replegó por 

dilución en 400 ml de BTP 50 mM, pH 8,0 (24 ∼ 36 horas). La oxidación de 

enlace disulfuro nativo de FGF21 se controló por RP-HPLC. Una vez casi 

completado el replegamiento, la solución se dializó dos veces frente a 4 l de 

Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. Las proteínas no solubilizadas se precipitaron por 15 

centrifugación a 20.000 X g durante 60 min, 4 ºC. El sobrenadante se cargó 

sobre una Hitrap Q FF y la proteína FGF21 se eluyó con gradiente NaCl 0 ~ 

200 mM (20 CV, Tris-HCl 20 mM, TCEP 0,01 mM, pH 7,5). Las fracciones 

recogidas se cargaron sobre una Hitrap Ni-NTA FF con gradiente de imidazol 0 

∼ 100 mM (10 CV, TCEP 0,01 mM, PBS, pH 7,4) para eliminar eficazmente el 20 

ADN residual. Las fracciones deseadas se dializaron dos veces frente a 4 l de 

Tris-HCl 20 mM, TCEP 0,01 mM, pH 7,5 y se cargaron sobre una columna 

Hitrap Q HP con un gradiente de NaCl 0 ∼ 100 mM (20 CV, Tris-HCl 20 mM, pH 

7,5) para elución. Las fracciones de la proteína purificada se recogieron, se 

esterilizaron con un filtro de 0,22 mm y se conservaron a -80 ºC. 25 
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La producción típica a partir del medio de cultivo de 1 l fue de 

aproximadamente 350 a aproximadamente 400 mg. La producción típica de 

proteína purificad fue de aproximadamente 220 a aproximadamente 280 mg. 

Esta técnica de purificación produjo proteína con una pureza de > 95% y un 

nivel de endotoxina típico de aproximadamente 1 EU/mg. Usando un 5 

fermentador en lugar de matraces de agitación la producción mejora 

aproximadamente de 4 a aproximadamente 5 veces. 

Ejemplo 35 Selección del engarce 

Se sabe que, con el transcurso del tiempo, el anillo de maleimida de L1, 

mencionado más adelante, puede ser susceptible a la apertura y posterior 10 

degradación del producto (Woodnutt, G;  IBC Conference “Beyond 

Antibodies/Protein Engineering Design”, San Diego, 21-23rd septiembre 2009).  

El engarce de maleimida tal como L1 puede reaccionar con tiol para 

formar un aducto de tiol con parte de maleimida como se muestra en el 

Esquema 1. Esta reacción de adición de tiol a maleimida se denomina reacción 15 

de Michael. Posteriormente, un grupo que contiene amina (tal como anticuerpo 

h38C2) puede reaccionar con AZD (β-lactama) como se muestra en el 

Esquema 1 para producir 6. El aducto tiol-succinimida resultante es estable. Sin 

embargo, el anillo de succinimida puede someterse a una lenta escisión 

hidrolítica con el tiempo dando como resultado 7 y/u 8. Por lo tanto es deseable 20 

tener un anillo de maleimida con estabilidad mejorada hacia escisión hidrolítica, 

que al mismo tiempo conserve su estabilidad para someterse a reacción 

Michael.  
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Esquema 1 10 

Ejemplo36 Modificación con Maleimida 

Por consiguiente, se examinó la estabilidad del anillo de maleimida en 

L1, con la esperanza de que pudieran generarse más engarces estables 

modificando el anillo de maleimida. Para retrasar la posible escisión hidrolítica 
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del anillo de maleimida por agua, se adoptaron tres estrategias diferentes (L2-

L4) para modificar el anillo y mejorar la estabilidad. 
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En primer lugar, se contempló que un pequeño grupo alquilo unido al 

anillo podría retrasar la escisión hidrolítica del anillo de succinimida. Se preparó 

el engarce 2, que tiene un grupo metilo en el anillo de succinimida. Para 

someter al anillo a escisión hidrolítica, se añadió una molécula de agua al 10 

grupo carbonilo y se formó un intermedio tetraédrico como estado de transición. 

La presencia del grupo metilo limitaría estérica y electrónicamente la formación 

del intermedio tetraédrico y retrasaría la velocidad de hidrólisis 

considerablemente. 

La segunda modificación de centró sobre el grupo carbonil propionamida 15 

muy próximo al grupo carbonilo del anillo de maleimida. En general los grupos 

carbonilo atraen agua. El tener un grupo carbonilo muy próximo al anillo de 

maleimida ayuda a atraer agua y facilita el ataque sobre el grupo carbonilo del 
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anillo de maleimida. Eliminando el grupo carbonil propionamida, la reacción 

hidrolítica de apertura del anillo se retrasa. Esta modificación se observó en L3.  

La tercera modificación fue la introducción de un grupo 

ciclohexilmetileno en el lugar del grupo propionamida como se observa en L4. 

La naturaleza hidrófoba voluminosa del anillo ciclohexilo interferiría tanto 5 

electrónica como estéricamente hacia la formación de un intermedio tetraédrico 

por la adición de agua al grupo carbonilo del anillo que se requiere para la 

escisión hidrolítica de apertura de anillo. Se prevé que esto retrasaría la 

escisión hidrolítica.  

Estudios de Estabilidad 10 

Para los estudios de estabilidad, se eliminó la parte 1-(3-(4-

aminofenil)propanoil)acetidin-2-ona de los engarces L1-L4. Se fabricaron 

cuatro compuestos de ensayo (30-33) en los que la maleimida se conjugó con 

glutatión, un péptido de tres aminoácidos. 

Ejemplo 37 Síntesis del compuesto 30 15 

Se agitó una solución de ácido 3-(2-(2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-

pirrol-1-il)propanamido)-etoxi)etoxi)propanoico (164 mg, 0,5 mmol) y glutatión 

reducido (154 mg, 0,5 mmol) en dimetilsulfóxido (5 ml) a temperatura ambiente 

durante 17 horas. Se añadió acetato de etilo (25 ml) a la mezcla de reacción y 

el sólido se filtró. El sólido se lavó con 25 ml más de acetato de etilo, se secó 20 

para dar 252 mg del compuesto 30. 
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  30 

Ejemplo 38 Síntesis del compuesto 31  

Se agitó una solución de ácido 3-(2-(2-(3-(3-metil-2,5-dioxo-2,5-dihidro-

1H-pirrol-1-il)propanamido)etoxi)etoxi)propanoico (42 mg, 0,12 mmol) y 5 

glutatión reducido (37 mg, 0,12 mmol) en dimetilsulfóxido (1,2 ml) a 

temperatura ambiente durante 22 horas. A la mezcla de reacción se añadió 

acetato de etilo al 50% en éter (10 ml) y el sólido se filtró. El sólido se lavó con 

25 ml más de acetato de etilo, se secó para dar 67 mg del compuesto 31. 

 10 

    

 31 
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Ejemplo 39 Síntesis del compuesto 32  

Se agitó una solución de ácido 3-(2-(2-(3-(3-metil-2,5-dioxo-2,5-dihidro-

1H-pirrol-1-il)propanamido)etoxi)etoxi)propanoico (50 mg, 0,2 mmol) y glutatión 

reducido (61 mg, 0,2 mmol) en dimetilsulfóxido (2 ml) a temperatura ambiente 

durante 25 horas. A la mezcla de reacción se añadió acetato de etilo al 65% en 5 

éter (30 ml) y el sólido se filtró. El sólido se lavó con 25 ml más de acetato de 

etilo, se secó para dar 92 mg del compuesto 32. 

 

    

  32 10 

Ejemplo 40 Síntesis del compuesto 33    

Se agitó una solución de ácido 3-(2-(2-(3-(3-metil-2,5-dioxo-2,5-dihidro-

1H-pirrol-1-il)propanamido)etoxi)etoxi)propanoico (50 mg, 0,12 mmol) y 

glutatión reducido (37 mg, 0,12 mmol) en dimetilsulfóxido (1,2 ml) a 

temperatura ambiente durante 22 horas. A la mezcla de reacción se añadió 15 
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acetato de etilo al 50% en éter (10 ml) y el sólido se filtró. El sólido se lavó con 

25 ml más de acetato de etilo, se secó para dar 75 mg del compuesto 33. 

 

     

  33 5 

Ejemplo 41 Estudio de estabilidad de los compuestos 30-33 

 

 

 

L1        30 

 

 

 

L2       31 
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L4          33 

 

Los compuestos 30, 31, 32, y 33 se controlaron sobre LC-MS para la 

formación de los productos con anillo abierto así como escisión de glutatión. 

Estos nuevos análogos se examinaron para determinar su estabilidad a un 

tampón de pH = 6,5 a 40 ºC, a un tampón de pH=7,5 a 40 ºC, y a un tampón de 5 

pH=7,5 a 4 ºC, todos durante un periodo de dos semanas (Tablas 3A-C). 

Los compuestos 30, 31, 32, y 33 se disolvieron en un tampón a 

temperatura ambiente. Las muestras se incubaron a 40 ºC y la solución tampón 

se analizó a los intervalos establecidos. A intervalos definidos, 10 µl de la 

solución tampón se inyectó en cromatografía líquida de alto rendimiento Agilent 10 

y espectrómetro de masas para análisis. Los eluyentes de la columna se 

controlaron usando espectrometría UV a 210 y 254 nM y también usando 

espectrómetro de masas. Los productos derivados de la hidrólisis se 

controlaron usando espectrómetro de masas y se calculó el porcentaje de 

hidrólisis en base a la corriente iónica total de una masa particular. 15 

A partir de los datos LC-MS, que muestran un % de hidrólisis en las 

Tablas 3A-3C, era obvio que los anillos de maleimida modificados de L2, L3 y 

L4 (31-33) eran 5-10 veces más estables a pH = 6,5 a 40 ºC en comparación 
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con el anillo de maleimida en L1 (30), 4-15 veces más estable a tampón de 

pH=7,5 a 40 º C y hasta 20 veces más estable a tampón de pH=7,5 a 40 ºC. 

Los resultados de las conjugaciones con glutatión (incluyendo los datos 

mostrados en las Tablas 3A, 3B y 3C) se analizaron en la Conferencia IBC 

“Beyond Antibodies/Protein Engineering Design”, San Diego, 21-23rd 5 

septiembre de 2009. 

 Compuesto 

Nº 

0 

horas 

% 

1  

horas 

% 

5  

horas 

% 

24 

horas 

% 

48  

horas 

% 

72  

horas 

% 

96  

horas 

% 

120  

horas 

% 

168  

horas 

% 

192  

horas 

% 

L1 30 0,0 0,4 0,6 4,9 11,6 14,8 18,3 17,0 25,0 25,9 

L2 31 0,1 0,1 0,3 0,8 1,8 2,6 3,0 3,1 5,0 5,1 

L3 32 0,0 0,1 0,3 0,9 1,7 2,4 2,8 4,2 4,6 4,9 

L4 33 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,6 0,6 0,3 1,1 1,1 

Tabla 3A Estudios de Estabilidad a 40 ºC, pH = 6,5 (His 10 mM, Gly 130 mM, 

tampón Suc 130 mM).  

 
Compuesto 

Nº 

0 

horas 

% 

1 

horas 

% 

5 

horas 

% 

24 

horas 

% 

48 

horas 

% 

72 

horas 

% 

96 

horas 

% 

120 

horas 

% 

144 

horas 

% 

168 

horas 

% 

264 

horas 

% 

336 

horas 

% 

L1 30 0,1 0,3 2,0 10,0 15,0 29,0       

L2 31 0,1 0,2 0,6 3,2 4,6 7,1 8,2 9,4 12,6 12,2 13,1 15,0 

L3 32 0,1 0,1 0,1 1,0 1,1 2,2 2,8 3,3 3,3 3,9 4,4 5,0 

L4 33 0,1 0,2 0,3 0,6 1,8 2,8 3,0 4,3 4,1 4,7 6,5 8,8 

Tabla 3B Estudios de Estabilidad a 40 ºC, pH = 7,5 (His 100 mM, Gly 200 mM, 

tampón Suc 200 mM).  10 

   Compuesto 

Nº  

0  

horas 

% 

1  

horas 

% 

5  

horas 

% 

24  

horas 

% 

48  

horas 

% 

72  

horas 

% 

96  

horas 

% 

120 

horas 

% 

144 

horas 

% 

168 

horas 

% 

264  

horas 

% 

336 

horas 

% 

L1 30 0,1 0,1 0,1 0,7 2,0 2,2 4,4 5,5 6,9 7,5 8,7 12,2 

L2 31 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,4 0,3 0,6 0,7 
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L3 32 0,1 0,1 0,0 0,2 0,3 0,3 0,4 0,6 0,6 0,7 1,1 1,3 

L4 33 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3 0,3 0,2 0,5 0,6 

Tabla 3C Estudios de Estabilidad a 40 ºC, pH = 7,5 (His 100 mM, Gly 200 mM, 

tampón Suc 200 mM).  

Ejemplo 42 Estabilidad de los Engarces L1-L4 conjugados con FGF21 

El siguiente experimento se realizó para investigar la estabilidad química 

superior a 2 semanas de los cuatro engarces después de la conjugación con  5 

FGF21: cada engarce se conjugó con FGF21, se puso en condiciones de 

almacenamiento de +4 ºC, se extrajeron alícuotas y se inactivaron por 

congelación en puntos de tiempo específicos, la estabilidad del engarce se 

controló por análisis LCMS. 

Los cuatro engarces de disolvieron en DMSO de material de reserva 10 

liofilizado. La proteína FGF21∆H-A129C se redujo parcialmente con TCEP 0,1 

mM durante 30 minutos antes de la adición de la reserva de engarce a una 

proporción 1:1 de engarce: proteína; la concentración de la proteína FGF21∆H-

A129C en la reacción de conjugación fue de 5 mg/ml. L1 reaccionó con la 

proteína durante 30 minutos; L2, L3 y L4 reaccionaron durante 2 horas. La 15 

reacción de conjugación se inactivó por extracción de engarces sobrantes 

mediante resina de exclusión de tamaño. La proteína  FGF21∆H-A129C 

conjugada se puso a +4 ºC para determinar la estabilidad durante el 

almacenamiento. Se extrajeron alícuotas a t=0 (antes de estabilidad durante el 

almacenamiento) y a t=1, 3, 8 y 14 días. El análisis de estabilidad del engarce 20 

se realizó por análisis LC-MS para determinar la cantidad relativa de proteína 

no conjugada, conjugación proteína + engarce y acontecimientos de hidrólisis 

sencilla y doble del conjugado proteína + engarce. 
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 La hidrólisis del engarce es la variable analítica crítica en este 

experimento. La hidrólisis se controló observando la adición posterior de H2O al 

complejo FGF21-engarce. Una sola adición de H2O, +(1) H2O, probablemente 

indica la hidrólisis del grupo AZD activo que está presente en los 4 engarces. 

La adición de una segunda molécula de H2O, +(2) H2O, es un fuerte indicador 5 

de hidrólisis (por ejemplo inestabilidad química) en el engarce. L1 es 

particularmente susceptible debido a la presencia de un grupo maleimida 

funcional.  

Los resultados experimentales en la siguiente Tabla 4 demuestran que 

L1 experimenta el mayor aumento en +(2) H2O. A t=0, cada uno de L1-L4 tuvo 10 

un valor medido de +(2) H2O entre 6-8% de la proteína total medida. Durante 

las 2 semanas estas muestras se controlaron, la +(2) H2O observada en L1 

tuvo un aumento al 18% mientras que el valor para cada uno de los restantes 

engarces L2-L4 fue constante a 6-8%. Estos datos sugieren que L1 es 

relativamente inestable en comparación con L2-L4. 15 

Engarce Tiempo 

(horas) 

Engarce 

0 

Engarce 

1 

+(1) 

H2O 

+ (2) 

H2O 

L1 0 13 49 30 8 

L1 24 14 41 34 11 

L1 72 14 40 35 11 

L1 168 10 33 40 18 

L1 336 12 28 41 18 

L2 0 22 45 27 6 

L2 24 23 43 26 8 

L2 72 24 37 32 8 
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Engarce Tiempo 

(horas) 

Engarce 

0 

Engarce 

1 

+(1) 

H2O 

+ (2) 

H2O 

L2 168 24 40 29 7 

L2 336 26 38 28 8 

L3 0 19 45 30 6 

L3 24 18 47 27 8 

L3 72 19 43 30 8 

L3 168 19 43 29 8 

L3 336 20 43 29 8 

L4 0 20 46 28 6 

L4 24 20 46 27 7 

L4 72 21 42 30 7 

L4 168 21 41 32 6 

L4 336 22 41 31 6 

Tabla 4 Análisis de hidrólisis de L1-L4 conjugados con FGF21 

Ejemplo 43 Ab-FGF21∆∆∆∆H-A129C conjugado con L1-L4 

Anteriormente se demostró que L2-L4 eran más estables que L1 

conjugaciones de glutatión en diversas condiciones (véanse las Tablas 3A-C) y 

FGF21 (Tabla 4). Los engarces L2-L4 modificados con maleimida se fusionaron 5 

con FGF21∆H-A129C (eficacias de conjugación mostradas en la Tabla 5) y 

mostraron actividad en el ensayo Glut1 de Taqman (Tabla 5): los valores CE50 

se normalizaron frente al valor relativo para FGF21∆H). 

Engarce [Compuesto] Conjugación 

FGF21-

Engarce 

Conjugación 

FGF21-

Engarce-Ab 

CE50  (nM) Actividad 

Glut1 Taqman con 

respecto a FGF21∆H 
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L1 30 95% 95% 1,68  

L2 31 67% 95% 1,00 

L3 32 87% 89% 0,35 

L4 33 90% 94% 2,71 

Tabla 5 Eficacias de conjugación de L1-L4 

Sin embargo, a pesar de lo anterior, cada uno de Ab-L2-FGF21∆H-

A129C, Ab-L3-FGF21∆H-A129C, Ab-L4-FGF21∆H-A129C era menos estable in 

vivo que Ab-L1-FGF21∆H-A129C. Esto fue evidente en niveles prolongados 

más bajos en la circulación después de dosificación IV y en niveles máximos y 5 

prolongados más bajos en la circulación después de dosificación SC (Figuras 

2A-C, Tabla 6). Sorprendentemente, estos resultados van en contra de los 

resultados de los estudios de estabilidad realizados con los engarces 

fusionados a un péptido pequeño en sistemas tamponantes. 

 Compuesto T1/2 (h) ABC (h*ug/ml) 
Biodisponibilidad SC (%) 

IV SC IV SC 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C 33 33 491 511 ∼100 

Ab-L2-FGF21∆H-A129C 37 23 314 165 53 

Ab-L3-FGF21∆H-A129C 32 13 254 129 51 

Ab-L4-FGF21∆H-A129C 22 14 219 106 48 

Tabla 6 Parámetros PK en ratón de conjugados de FGF21 con L1, L2, L3 y L4 10 

después de administración IV y SC a 3 mg/kg 

Estos resultados se confirmaron en un estudio adicional en suero de 

ratón. FGF21∆H-A129C se conjugó con h38C2 usando cada uno de L1, L2, L3 

y L4. Cada muestra se diluyó en suero de ratón a 0,3 mg/ml y se incubó a 37 

ºC antes de congelar, seguido por análisis posterior por 2DLC/MS. En 15 

comparación contra un patrón de referencia, Ab-L1-FGF21∆H-A129C se 
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detectó al 149% después de 5 minutos, al 66% después de 34 horas, al 81% 

después de 72 horas y no fue detectable a las 120 horas. Por otro lado, Ab-L2-

FGF21∆H-A129C, Ab-L3-FGF21∆H-A129C, Ab-L4-FGF21∆H-A129C no se 

detectaron en ninguna de las muestras. 

Ejemplo 44 Estudio en la rata de Ab-FGF21∆∆∆∆H-A129C conjugado con L1 y 5 

L2 

Se determinó la farmacocinética (PK) de dosis sencilla de dos versiones 

de Ab-FGF21∆H-A129C diferentes por el engarce usado para conjugar la 

proteína FGF21 con el armazón del anticuerpo en ratas macho Sprague 

Dawley. Las ratas recibieron administración IV o SC (3 mg/kg) con Ab-L1-10 

FGF21∆H-A129C (engarce de maleimida) o Ab-L2-FGF21∆H-A129C (engarce 

de metil maleimida) y se extrajeron muestras de sangre a intervalos de 5 

minutos a 14 días después de la dosis. Los niveles de Ab-FGF21∆H-A129C en 

suero se determinaron mediante ELISA, en los que el conjugado FGF21 se 

capturó mediante un anticuerpo monoclonal específico para FGF21 y se 15 

detectó mediante anti-Fc humano. Los datos PK resultantes demostraron que 

el conjugado Ab-L1-FGF21∆H-A129C tenía mejores características PK (T1/2: IV 

= 60 horas, SC = 38 horas; biodisponibilidad SC = 52%) en comparación con el 

conjugado Ab-L2-FGF21∆H-A129C (T1/2: IV = 52 horas, SC = 33 horas; 

biodisponibilidad SC = 36%), (Figura 3A y Tabla 7). Estos resultados no 20 

estaban previstos dados los resultados de los estudios de estabilidad 

realizados en sistemas tamponantes con estos engarces fusionados a un 

pequeño péptido. 

Compuesto 
T1/2 (h) ABC (h*ug/ml) Biodisponibilidad SC 

(%) IV SC IV SC 



105 

Compuesto T1/2 (h) ABC (h*ug/ml) Biodisponibilidad SC 

(%) Ab-L1-FGF21∆H-A129C 60 38 1382 717 52 

Ab-L2-FGF21∆H-A129C 52 33 419 152 36 

Tabla 7 Parámetros PK en rata de conjugados FGF21 con L1 y L2 después de 

administración IV y SC a 3 mg/kg (para la Figura 3A) 

Ejemplo 45 Efecto de Ab-FGF21∆∆∆∆H-A129C con L1 y L2 en ARN de 

Glut1  

El día 8, se sembraron adipocitos 3T3-L1 8 en placas de cultivo tisular 5 

de 24 pocillos (Falcon®, Catálogo Nº 353047) y se incubaron en medio 

completo DMEM  (FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, 1 P/S %) a 37 ºC, CO2 al 

5%. Las células se privaron (día 12) con medio DMEM asérico con BSA al 

0,2% durante una noche y se trataron con Ab-L1-FGF21∆H-A129C y Ab-L2-

FGF21∆H-A129C en DMEM asérico que contenía BSA 0,2% a 37 ºC durante 6 10 

horas. El medio se aspiró y después se extrajo el ARN de las células usando el 

kit RNeasy mini de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ARN se 

midió a A260 nm usando el espectrofotómetro Spectramax® Plus.  

Compuesto Expresión de ARN Glut1 CE50 (nM) 

FGF21∆H 3,39 

FGF21∆H-A129C 16,03 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C 1,72 

Ab-L2-FGF21∆H-A129C 9,33 

 Tabla 8 PCR Taqman cuantitativa en tiempo real  

 La estimulación de los adipocitos 3T3-L1 por FGF21∆H, FGF21∆H-15 

A129C, Ab-L1-FGF21∆H-A129C y Ab-L2-FGF21∆H-A129C dio como resultado 

la inducción de Glut1 dependiente de la dosis. Ab-L1-FGF21∆H-A129C pareció 

ser más fuerte que Ab-L2-FGF21∆H-A129C (Tabla 8). 

Ejemplo 46 Estudio de longitud del engarce 
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 Ab-L1-FGF21∆H-D79C, Ab-L7-FGF21∆H-D79C y Ab-L8-FGF21∆H-

D79C se ensayaron entre sí para evaluar la tolerancia de la longitud del 

engarce. Todas mostraron PK similar (Figura 3B y Tabla 9) y fuerza 

comparable (datos no mostrados) en ensayos basados en células. 

Compuesto T1/2 IV (h) ABC IV (hr*ug/ml) 

Ab-L1-FGF21∆H-D79C 19 176 

Ab-L7-FGF21∆H-D79C 27 183 

Ab-L8-FGF21∆H-D79C 15 248 

 Tabla 9. Parámetros PK de ratón de conjugados de FGF21 con 5 

engarces L1, L7 y L8 después de administración IV a 3 mg/kg (para la Figura 

3B) 

Ejemplo 47 Sumario de posiciones de restos y selección de engarce 

 Usando una estrategia de conjugación tiol-maleimida, se ensayaron 

H1C, T40C, D79C, L86C, H125C y A129C como posibles sitios de conjugación. 10 

De estos, H1C, T40C y L86C mostraron problemas con expresión y 

replegamiento. D79C, H125C y A129C se exploraron adicionalmente ya que 

todos mostraron niveles aceptables de producción de proteína y demostraron 

que la proteína mutante no conjugada permanecía fuerte. Ab-FGF21∆H-D79C, 

Ab-FGF21∆H-H125C y Ab-FGF21∆H-A129C mostraron bioactividad similar a la 15 

de FGF21∆H, lo que sugería que la conjugación del anticuerpo en estas 

localizaciones no interfiere con la unión al receptor. D79C, H125C y A129C 

tenían estabilidad y bioactividad similar a la de FGF21∆H.  

 Todos los conjugados de anticuerpo mutante de lisina ensayados 

mostraron PK inferior en ratón con respecto a los conjugados de anticuerpos 20 

H125C y A129C con semividas IV de 13-17 horas (Tabla 10 ). 
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 Produc

ción de 

proteín

a de 

ferment

ación 

(mg/l) 

Captaci

ón de 

glucosa 

CE50 

(nM) 

Proteína 

no 

conjugad

a Glut1 

Taqman 

CE50 (nM) 

Conjugad

o Glut1 

Taqman 

CE50 (nM) 

T1/2 IV 

(hora) 

T1/2 SC 

(hora) 

% de 

Biodispo

nibilidad 

SC  

GTT* 

(% ABC 

de 

Control) 

FGF21∆H**  12 (12) 2,3 (7) N/A 0,4 0,5 96 67 

K56 10-50 5,5 0,9 (2) 1,9 (1) 17 13 66 100 

K59 10-50 0,9 0,6 (1) 6,5 (2) 13 ND N/A 100 

K69 10-50 5,2 1,3 (1) ND ND ND ND ND 

K122 10-50 1,7 2,6 (2) 1,6 (2) 16 14 40 100 

Knull-P2 10-50 ND 1,2 (2) 16,6 (1) 17 ND N/A 100 

Knull-H1K 10-50 ND 6,4 (2) 4,3 (2) 16 11 51 99 

Knull-

S181K 

10-50 ND 7,5 (2) >500 (2) ND ND ND ND 

D79C  9,9 2,1 (4) 3,7 (3) 17, 19 20, 17 55, 70 54 

L86C  62 ND ND ND ND ND ND 

H125C  0,65 1,2 (3) 3,2 (4) 37 32 67 48, 66 

A129C  5,7 1,4 (6) 2,7 (7) 28, 33 37, 33 69, 100 64, 67, 72 

 

Tabla 10 Sumario de sitios de conjugación sobre FGF21. *3 días después de 

una sola dosis SC de 3 mg/kg, excepto 10 mg/kg D79C y 1 mg/kg Cd para 

FGF21dH. **proteína; ND: no determinado. 

 Aunque Ala129 no se expuso altamente al disolvente y menos de lo que 5 

lo hizo D79 o H125, sorprendentemente, FGF21∆H-A129C, fue uno de los 

mutantes más estables y la mejor posición ensayada para la conjugación con el 

anticuerpo. Esto fue inesperado dado que la mutación no es conservativa. 



108 

Aunque sin desear quedar limitado a ninguna teoría, existen diversas razones 

posibles para la exclusiva idoneidad de conjugación a A129C. En primer lugar; 

tanto Ala129, como His125, se localizan en la región bucle que es flexible en la 

estructura modelada de FGF21. Estas regiones son normalmente sitios de 

unión a heparina para otros miembros de FGF de unión a heparina. Como 5 

FGF19, FGF21 y FGF23 no interaccionan con heparina, la conservación de 

fidelidad de secuencia de esta región puede no ser crítica para su función 

biológica. La flexibilidad de la posición puede ser beneficiosa para la 

conjugación con el anticuerpo para impedir interferencias de unión al receptor. 

En segundo lugar; Ala129 está rodeada por restos cargados positivamente, 10 

concretamente His125, Arg126, Arg131 y Arg135. Esta ruta cargada 

positivamente puede impedir la dimerización-SS de FGF21∆H-A129C debido a 

la fuerte repulsión de carga. En tercer lugar, estos restos cargados pueden 

favorecer la estabilización del engarce de maleimida L1, que en su ausencia, 

puede generar un carboxilato después de la apertura del anillo de maleimida. 15 

Por tanto, cuando se conjuga FGF21 usando una estrategia de unión con 

maleimida, la unión en la posición del resto específico de A125 parece ser 

particularmente ventajosa. 

 Tanto Ab-L1- FGF21∆H-A129C como Ab-L1- FGF21∆H-H125C 

muestran altas semividas IV y semividas SC de al menos 30 horas en modelos 20 

murinos así como buena biodisponibilidad. Ambos conjugados demuestran 

fuerza inferior a 4 nM en el ensayo Glut1 Taqman. En general, Ab-L1- 

FGF21∆H-A129C muestra semivida y fuerza ligeramente mejoradas en 

comparación con Ab-L1- FGF21∆H-H125C. El uso de L1 en Ab-L1-FGF21∆H-

A129C también demostró sorprendentes ventajas  in vivo sobre lo que sugieren 25 
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los ensayos in vitro y parece ser en general el engarce más ventajoso en 

comparación con los ensayados.  

 La combinación específica de los componentes de Ab-L1-FGF21∆H-

A129C, (anticuerpo, engarce, posición de resto de unión, resto de unión, 

proteína) parece proporcionar el óptimo en cuanto a semivida, 5 

biodisponibilidad, fuerza, actividad, facilidad de producción y resistencia a 

hidrólisis en comparación con alternativas múltiples. 

Ejemplo 48 Eficacia de los compuestos 

 La tolerancia a glucosa se ensayó en ratones ob/ob tratados con los 

compuestos Ab-FGF21∆H-K56 y Ab-FGF21∆H-Knull-H1K. Ambos compuestos 10 

se compararon mal frente a Ab-FGF21∆H-H125C (Figura 4A y 4B) y Ab-

FGF21∆H-A129C (Figura 5A y 5B). Por otro lado, Ab-FGF21∆H-D79C y Ab-

FGF21∆H-H125C mostraron que mejoraban la tolerancia a glucosa y reducían 

el aumento de peso corporal (Figuras 4A, 4B, 6A, 6B, 6C, 6D y Tabla 11).  

Tratamiento ABC de glucosa media (% de control con vehículo) 

Vehículo 100 

FGF21∆H 1 mg/kg CD 61 

Ab-FGF21∆H-D79C, día 0 y 3 53 

Ab-FGF21∆H-D79C, día 3 53 

Ab-FGF21∆H-D79C, día 5 87 

Ab-FGF21∆H-D79C, día 6 67 

Control Lean (vehículo) 41 

Tabla 11 ABC de glucosa durante la OGTT realizada el día  6 después de 15 

inyección SC de Ab-FGF21∆H-D79C a 10 mg/kg al tiempo indicado en ratones 

ob/ob (véanse las Figuras 6C y 6D). 

 Se observó que Ab-FGF21∆H-D129C mejoraba la tolerancia a glucosa y 

reducía el aumento de peso corporal debido a un mayor gasto de energía 
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demostrado por aumento de la expresión de Ucp1 en tejido adiposo blanco 

(TAB) e inversión de esteatosis hepática en ratones ob/ob (Figuras 6E, 6F, 6G, 

6H y Tabla 12). Para la expresión de Ucp1, se homogenizaron muestras de 

TAB viscerales congeladas recogidas de los estudios de eficacia in vivo. El 

ARN total se extrajo de los homogenados tisulares y la expresión de ARNm de 5 

GAPDPH y Glut1 se midió usando un kit para RT-PCR Quantitect Probe y se 

ejecutó una reacción PCR cuantitativa en tiempo real en un aparato Taqman 

(Applied Biosystems). El efecto del tratamiento se determinó por un cambio en 

veces de los niveles de ARNm de Glut1 normalizado por los niveles de ARNm 

de GAPDH para cada muestra. Ab-FGF21∆H-D129C produjo pérdida de peso 10 

corporal debido a un mayor gasto de energía como se sugiere por la expresión 

de Ucp1 aumentada en TAB, triglicéridos en suero y niveles de ácidos grasos 

en ratones DIO reducidos y disminución del peso hepático (Figuras 7A, 7B, 7C, 

7D, 7E y Tabla 13). También se observó una reducción del peso hepático en 

ratones ob/ob (Figura 7F y Tabla 14). Ensayos adicionales en ratones ob/ob 15 

demostraron una reducción de los niveles de ARN de la estearoíl-coenzima A 

desaturasa-1 (SCD1), de la monoacilglicerol O-aciltransferase (MOGAT2) y de 

la caja A2 de cabeza en horquilla (FoxA2), (Figuras 7G, 7H y 7i y Tabla 15). 

Tratamiento ABC de 

glucosa 

durante OGTT 

3 mg/kg 

Expresión de 

ARNm UCP1 

en TAB 

10 mg/kg 

Contenido de 

triglicéridos en 

hígado 

10 mg/kg 

Cambio de 

peso corporal 

desde el día  

-1 

10 mg/kg 

Vehículo 100 1,0 35,7 6,2 

FGF21∆H 1 mg/kg CD 67 2,6 37,0 4,7 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 0 80 2,4 22,2 4,2 
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Tratamiento ABC de 

glucosa 

durante OGTT 

3 mg/kg 

Expresión de 

ARNm UCP1 

en TAB 

10 mg/kg 

Contenido de 

triglicéridos en 

hígado 

10 mg/kg 

Cambio de 

peso corporal 

desde el día  

-1 

10 mg/kg 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 1 68 2,6 22,1 3,8 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 2 68 2,1 22,2 3,8 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 3 57 2,5 27,7 4,0 

Control Lean (vehículo) 57 0,2 9,3 1,1 

Tabla 12  Resultados después de una sola inyección SC de Ab-FGF21∆H-

A129C el día 6 en ratones ob/ob; véanse las Figuras 6E, 6F, 6G, 6H. 

Tratamiento ABC de 

glucosa 

durante 

OGTT 

Cambio de 

peso 

corporal 

desde el 

día -1 

Expresión 

de ARNm 

UCP1 en 

TAB 

Valores medios de 

lípidos en suero 

TG (mg/dl) NEFA 

(mM) 

 100 -0,2 1,00 133 0,61 

FGF21∆H 1 mg/kg CD 75 -1,6 1,38 92 0,40 

Ab-FGF21∆H-A129C, d 0 y 7 83 -2,4 4,02 69 0,36 

Control alimentado con pienso 
(vehículo) 

78 +1,2 0,42 104 0,52 

Tabla 13 Resultados el día 10 después de una inyección SC repetida de Ab-

FGF21∆H-A129C a 10 mg/kg el día 0 y 7 en ratones DIO (véanse las Figuras 

7A, 7B, 7C, 7D, 7E). 5 

Tratamiento Peso hepático (g) 

Vehículo 2,3 

FGF21∆H 1 mg/kg CD 1,8 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 0 1,4 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 1 1,4 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 2 1,4 
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Tratamiento Peso hepático (g) 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 3 1,5 

Contra control (vehículo) 0,8 

Tabla 14 Peso hepático el día 6 después de una sola inyección SC de Ab-

FGF21∆H-A129C a 10 mg/kg al tiempo indicado en ratones ob/ob (para la Fig 

7F) 

Tratamiento SCD1 MOGAT2 FoxA2 

Vehículo 1,01 1,05 1,00 

FGF21∆H 1 mg/kg CD 0,95 0,37 1,23 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 0 0,83 0,38 1,14 

Ab-FGF21∆H-A129C, día 3 0,61 0,31 1,81 

Tabla 15 Media cambios en veces de la expresión de ARNm usando qPCR a 

partir de muestras de tejido hepático recogidas 6 días después de una sola 5 

inyección SC de Ab-FGF21∆H-A129C a 10 mg/kg al tiempo indicado en 

ratones ob/ob (para las Figs. 7G, 7H, 7i). 

Ejemplo 49 Niveles de fármaco en plasma de Ab-L1-FGF21∆H-A129C en 

modelo ob/ob 

 Se examinaron los niveles de suero relacionados con la dosis de Ab-L1-10 

FGF21∆H-A129C en ratones ob/ob los días 3, 4, 5 y 6 posteriores a la 

administración de la dosis, después de una dosificación de 10 mg/kg y 3 mg/kg. 

Se observó que los niveles en suero de Ab-L1-FGF21∆H-A129C se mantenían 

bien (Figuras 7J y 7K). Estos resultados coincidían con la farmacocinética en 

individuos sanos. 15 

Ejemplo 50  Efecto in vivo de Ab-L1-FGF21∆H-A129C sobre sensibilidad a 

insulina 

 Se emprendió un estudio para determinar el efecto in vivo de Ab-L1-

FGF21∆H-A129C sobre sensibilidad a insulina corporal completa (medida 
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como velocidad de infusión de glucosa) y producción de glucosa hepática 

durante un pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico en ratones libres ob/ob,  

despiertos. Se administró Ab-L1-FGF21∆H-A129C (en tampón acetato 30 mM, 

pH 4,8) dos veces SC a la semana durante una semana a una dosis de 10 

mg/kg. El volumen de dosificación fue de 2 ml/kg por inyección. Ab-L1-5 

FGF21∆H-A129C se inyectó los días 2 y 5 del estudio. Se administró vehículo 

(tampón acetato 30 mM pH 4,8) dos veces a la semana a un volumen de 

dosificación de 2 ml/kg por inyección los días 2 y 5 del estudio. Los ratones se 

trataron con ketprofeno 2 mg/kg SC y ampicilina 100 mg/kg SC inmediatamente 

antes de la cirugía. Los animales (n=8 por grupo) se asignaron al azar de 10 

acuerdo con su glucosa en plasma en ayunas y peso corporal el día 1. 

 Los pesos corporales se registraron los días 1, 4, 7 y 8 del estudio. 

Sorprendentemente, Ab-L1-FGF21∆H-A129C no demostró ningún efecto sobre 

el peso corporal en este estudio (datos no mostrados). La glucosa en plasma 

en ayunas se determinó el día 1 (4 h de ayuno) y el día 8 (16 h de ayuno) con 15 

glucómetros portátiles Accu-Chek (Roche). Ab-L1-FGF21∆H-A129C no tuvo 

efecto sobre los niveles de glucosa en plasma en ayunas en este estudio 

(datos no mostrados). 

 El día 7 del estudio, los ratones se dejaron en ayunas durante 16 h antes 

del procedimiento de pinzamiento el día 8. El día 8 los catéteres se 20 

exteriorizaron y los animales se conectaron a líneas de infusión. 90 min antes 

de comenzar el procedimiento de pinzamiento (-90 min), se inyectó una 

embolada de glucosa [3-3H] 6 µCi en la vena yugular seguido por una infusión 

constante 0,1 µCi/min hasta el final del pinzamiento. Se extrajo sangre a -10 

min y 0 min para determinar el valor HGP basal. En el tiempo 0 min comenzó la 25 



114 

infusión de glucosa variable (dextrosa al 50%) así como la infusión constante 

de insulina 20 mU/kg/min. La glucosa en plasma se midió cada 10 min a partir 

de la vena de cola y las velocidades de infusión de glucosa se ajustaron de 

acuerdo con cada nivel de glucosa de los animales hasta alcanzar un estado 

de equilibrio estacionario. En los puntos de tiempo de 170 min y 180 min se 5 

extrajo sangre para determinar la producción de glucosa hepática (PGH) en 

condiciones de pinzamiento. Durante el procedimiento de pinzamiento, los 

animales estaban libres y despiertos. 

 La Producción de Glucosa Hepática (PGH) se calculó usando la 

siguiente fórmula: 10 

HPG= Ra-Velocidad de infusión de glucosa fria, en la que 

mg/kg/min
(kg) peso x (dpm/mg) sangre en específica Actividad

(dpm/min) glucosa de infusión de VelocidadRa ==  

 La Velocidad de Aparición (Ra) (como estado de equilibrio estacionario = 

Velocidad de desaparición (Rd)). 

 Ab-L1-FGF21∆H-A129C no influyó en el peso corporal o en la glucosa 15 

en plasma en ayunas en ratones ob/ob en comparación con animales tratados 

con vehículo. Todos los animales se pinzaron con éxito y alcanzaron niveles de 

glucosa en plasma euglucémicos de 100-110 mg/dl así como velocidades de 

infusión de glucosa constante durante los últimos 30 min del pinzamiento. La 

euglucemia (100 mg/dl – 110 mg/dl glucosa en plasma) se alcanzó en los 20 

grupos tratados con vehículo y Ab-L1-FGF21∆H-A129C. Los niveles de glucosa 

en plasma se midieron a lo largo del periodo completo del pinzamiento de 

euglucemia hiperinsulinémico (Figura 8A). No hubo diferencia estadística entre 

los animales tratados con vehículo y Ab-L1-FGF21∆H-A129C durante los 

últimos 30 minutos del experimento (periodo de pinzamiento). Ab-L1-FGF21∆H-25 
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A129C aumentó significativamente la velocidad de infusión de glucosa (GIR) en 

comparación con el vehículo (figura 8B). Ab-L1-FGF21∆H-A129C no modificó 

la producción de glucosa hepática basal (PGH) pero suprimió 

significativamente PGH en condiciones de pinzamiento (hiperinsulinémicas) 

(Figura 8C). 5 

 Como conclusión, en este estudio Ab-L1-FGF21∆H-A129C aumentó 

significativamente las velocidades de infusión de glucosa, una medida de 

sensibilidad de insulina en cuerpo completa y suprimió la producción de 

glucosa hepática en comparación con animales tratados con vehículo sin tener 

efecto sobre el peso corporal o sobre los niveles de glucosa en plasma en 10 

ayunas. 

Ejemplo 51 Efecto de Ab-L1-FGF21∆H-A129C en macacos cynomolgus 

 El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de Ab-L1-FGF21∆H-

A129C sobre índices lipídicos y glucémicos en plasma, así como sobre la 

tolerancia a glucosa y biomarcadores inflamatorios cuando se administraba a 15 

macacos cynomolgus obesos resistentes a insulina (prediabéticos) mediante 

inyecciones SC dos veces por semana. Este estudio también se diseñó para 

determinar la duración del efecto farmacodinámico (PD) de Ab-L1-FGF21∆H-

A129C en los monos en comparación con dosificación diaria con FGF21∆H. 

 En el estudio se incluyeron veintidós monos cynomolgus (Macaca 20 

fascicularis) adultos. Los monos (13 machos, 11 hembras) se ordenaron en 

cuatro grupos de tratamiento de 6 individuos, basándose en el sexo, peso 

corporal e índices glucémicos basales y lipídicos en una muestra en plasma 

basal recogida 2 días antes del inicio de la dosificación. Los animales se 

mantuvieron con una dieta rica en grasas. Los animales recibieron dosificación 25 



116 

durante 4 semanas seguido de un periodo de eliminación de 4 semanas. Los 

animales recibieron dosificación de la siguiente manera: SC dos veces a la 

semana con Ab-L1-FGF21∆H-A129C en Tris 25 mM, NaCl 125 mM pH 7,0 y 

1,5 mg/kg (grupo A; 4 machos (m) 1 hembra (f)) y 0,15 mg/kg (grupo B; 3m, 3f), 

dos veces a la semana s.c. con vehículo (Tris 25 mM y NaCl 125 mM a un pH 5 

final de 7,0) (grupo C; 3m, 3f) y una vez al día (CD) con FGF21∆H a 0,3 mg/kg 

(grupo D; 3m, 2f). 

 Se extrajeron muestras de sangre semanalmente durante los periodos 

de dosificación y eliminación con la excepción de que no se recogieron 

muestras a las 3 semanas de la eliminación. Después de un ayuno de una 10 

noche (16-18 h), los monos se sedaron con quetamina 10-15 mg/kg por 

inyección intramuscular (IM). Los pesos corporales se registraron y se extrajo 

sangre (5 ml) mediante punción venosa femoral percutánea en tubos 

Vacutainer tratados con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) previamente 

tratados con ∼1,8 unidades de inhibidor de tripsina (UIT) Aprotinina (Sigma 0,6 15 

UIT por ml de sangre completa). Inmediatamente los tubos se colocaron en 

hielo. El plasma se preparó por centrifugación, con el resultante plasma dividido 

en alícuotas y congelado a -80ºC. 

 El muestreo del nivel de fármaco en plasma se realizó los Días 1, 14 y 

28 del periodo de dosificación. Los niveles de Ab-L1-FGF21∆H-A129C se 20 

determinaron usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C se capturó usando anti-h38C2 idiotípico de ratón y se 

detectó con una mezcla de anticuerpos monoclonales anti-FGF21 de ratón 

biotinilados dirigidos a los extremos N y C de FGF21. El anticuerpo de 

detección C terminal tiene especificidad por los últimos 4-5 aminoácidos de 25 
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FGF21, mientras que el anticuerpo de detección N terminal se suscitó contra 

los primeros 11-12 aminoácidos de FGF21. La dilución mínima requerida para 

el ensayo con reactivo de detección dual fue 1:20 en solución salina 

tamponada con fosfato BSA al 3%. El intervalo de calibración fue 0,03-10 µg/ml 

y el intervalo de cuantificación fue 0,03-4 µg/ml. 5 

 Los datos se trataron de la misma manera para cada criterio de 

valoración farmacodinámico. El valor de línea basal para cada mono individual 

se restó de cada punto de tiempo para dar un valor correspondiente al cambio 

desde la línea basal. Los cambios desde los valores de la línea basal se 

promediaron para cada punto de tiempo en cada grupo de tratamiento y se 10 

calculó el error típico de la media (ETM). Los resultados se indican como 

cambio medio desde la línea basal ±ETM para cada grupo de tratamiento 

durante el desarrollo del estudio. Para los animales tratados con 0,15 mg/kg y 

1,5 mg/kg de Ab-L1-FGF21∆H-A129C, se evaluó el significado estadístico en 

cada punto de tiempo frente a vehículo usando el cambio a partir de valores de 15 

línea basal y un ensayo de la T de student (muestra no relacionada, varianza 

desigual). Como no había grupo de control con vehículo para los animales 

tratados con FGF21∆H, se usaron los datos sin procesar y no el cambio desde 

el valor de línea basal para evaluar el significado estadístico. En este caso se 

realizó un ensayo de la T de student (muestra bilateral, pareada) frente al valor 20 

de línea basal. 

Ejemplo 52  Niveles de fármaco en plasma de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 

 Los niveles de fármaco en plasma se muestran en la Tabla 16. Los 

niveles de fármaco medibles estaban presentes 4 h después de la primera 

dosis y en todos los puntos de tiempo posteriores ensayados. 25 
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Día Dosis 

(mg/kg) 

Media (DT) AB-L1-FGF21∆H-A129C Concentración en Plasma por 

Tiempo (h) 

Predosis 1 4 24 

1 0,15 BLQ NC 61,6(52,5) 60,1(25,0) 

 1,5 BLQ NC 221(186) 335(181) 

14 0,15 31,7(20,8) 18,6(10,5) 27,1(10,3) 27,6(14,3) 

 1,5 66,4(38,5) 249(188) 312(225) 300(228) 

28 0,15 - - - 39,1(51,4) 

 1,5 - - - 73,7(84,8) 

Tabla 16 Niveles de fármaco en plasma de Ab-L1-FGF21∆H-A129C. BLQ = 

límite por debajo de la cuantificación (8 ng/ml), NC = no calculado n<3, - = 

muestra no disponible para el ensayo. 

Ejemplo 53  Peso corporal 

 Hubo una disminución significativa en cuanto al peso corporal en el 5 

tratamiento después de 2 semanas en los dos grupos que recibieron dosis de 

AB-L1-FGF21∆H-A129C y después de 1 semana en el grupo tratado con la 

proteína de control FGF21 (Figura 9A). En todos los grupos la pérdida de peso 

se mantuvo baja durante el periodo de eliminación aunque hubo pérdida 

significativa a las 4 semanas de la eliminación en los dos grupos de AB-L1-10 

FGF21∆H-A129C. Los animales tratados con FGF21∆H mostraron pérdida de 

peso mayor que los tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C. La ingesta de 

alimento no se midió directamente en estos animales pero los cuidadores no 

observaron inapetencia en ninguno de los animales en ningún grupo de 

tratamiento. 15 

Ejemplo 54 Glucosa en plasma en ayunas 

 La glucosa en plasma se midió mediante un procedimiento colorimétrico 

enzimático usando el Analizador y los reactivos Alera Clinical Chemistry (Alfa 
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Wassermann, Caldwell, NJ) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

No hubo cambios significativos en cuanto a la glucosa en plasma en ayunas 

(Figura 9B) a través del tiempo en ninguno de los grupos de tratamiento, 

indicando que el tratamiento prolongado con AB-L1-FGF21∆H-A129C no 

produce hipoglucemia. 5 

Ejemplo 55 Insulina en plasma en ayunas 

 Las concentraciones de insulina en plasma se determinaron usando un 

kit ELISA de Mercodia (Uppsala, Suecia) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Con el transcurso del tiempo, no hubo cambios significativos en los 

niveles de insulina en plasma en ayunas (Figura 9C) en ninguno de los grupos 10 

de tratamiento. 

Ejemplo 56 Fructosamina en plasma en ayunas 

 La fructosamina en plasma se midió mediante un procedimiento 

colorimétrico enzimático usando el Analizador Químico Ace Alera Clinical un kit 

de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania) de acuerdo con las 15 

instrucciones del fabricante. Los niveles de fructosamina en plasma se 

redujeron significativamente después de 4 y 3 semanas de tratamiento 

respectivamente en los grupos de tratamiento de AB-L1-FGF21∆H-A129C de 

0,15 mg/kg y 1,5 mg/kg y después de 3 semanas en los animales tratados con 

proteína de control FGF21 (Figura 9D). 20 

 Este significado se mantuvo en el periodo de eliminación, 

particularmente en el grupo de tratamiento AB-L1-FGF21∆H-A129C de 1,5 

mg/kg, pero no fue uniforme a través de los puntos de tiempo para los animales 

tratados con FGF21∆H. La reducción significativa en los niveles de 

fructosamina en plasma a lo largo del tiempo indica un control glucémico 25 
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mejorado. 

Ejemplo 57 Glucagón en plasma en ayunas 

 El Glucagón en plasma se midió usando un kit de Inmunoensayo 

endocrino humano (que reacciona de forma cruzada con primates no humanos) 

de Millipore en el instrumento BioPlex (tecnología Luminex xMAP) de 5 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los niveles de glucagón 

disminuyeron en los 3 grupos de tratamiento, alcanzándose significado en 

algunos puntos de tiempo a lo largo del estudio, pero el significado de la 

disminución no es uniforme a través de los grupos de tratamiento o a través de 

los grupos de dosis AB-L1-FGF21∆H-A129C (Figura 9E). 10 

Ejemplo 58 Ensayo de tolerancia a glucosa intravenosa (IVGTT) 

 Se realizaron ensayos de tolerancia a glucosa intravenosa (IVGTT) en 

cada animal en tres puntos de tiempo: línea basal (es decir, dos semanas antes 

del comienzo de la dosificación), de nuevo 4 semanas después de la 

dosificación, y finalmente después de 4 semanas de la eliminación después de 15 

la dosificación. En estos puntos de tiempo, los monos se sedaron y se 

recogieron muestras de sangre en ayunas como se ha descrito anteriormente. 

Se infundió dextrosa al 50% (500 mg/kg; 1 ml/kg) en una vena periférica 

(cefálica o safena) durante aproximadamente 30 segundos, seguido de lavado 

con una solución salina. Posteriormente se recogieron muestras de sangre en 20 

vacutainers tratados con EDTA (2 ml) 5, 10, 20, 30 y 60 minutos después de la 

administración de dextrosa. 

 Se midieron la glucosa y la insulina en cada uno de los puntos de tiempo 

de IVGTT. Las áreas bajo la curva de glucosa e insulina se calcularon durante 

el ensayo de tolerancia a glucosa (0-60 min). Se calcularon las ∆ABC para 25 
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glucosa e insulina a partir de las curvas de evolución de glucosa e insulina por 

la regla trapezoidal usando valores de tiempo 0 (t=0 min) como valor basal. 

Para los grupos tratados con 0,15 mg/kg y 1,5 mg/kg de AB-L1-FGF21∆H-

A129C, se evaluó el significado estadístico frente al vehículo mediante ANOVA 

con ensayo posterior de Dunnett. Se evaluó el significado a través de los 5 

puntos de tiempo de IVGTT frente a la línea basal para el grupo FGF21∆H por 

ANOVA de medición repetida con ensayo posterior de Dunnett. 

 La media calculada ∆ABC ± ETM para glucosa e insulina se muestra en 

las Figuras 9F y 9G respectivamente. No hubo cambios significativos en 

ninguno de los parámetros calculados para ninguno de los grupos de 10 

tratamiento. 

Ejemplo 59 Colesterol en plasma total (CPT) 

 Se midieron los niveles de CPT usando procedimientos enzimáticos en 

el analizador Ace Alera. Hubo una disminución significativa en el CPT después 

de 1 semana de tratamiento en todos los grupos de tratamiento (Figura 9H). En 15 

los animales tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C a 0,15 mg/kg, los niveles de 

CPT permanecieron reducidos a lo largo de toda la dosificación y la fase de 

eliminación, mientras que en los grupos tratados con 1,5 mg/kg y FGF21∆H, los 

niveles rebotaron hacia la línea basal durante la fase de eliminación. 

Ejemplo 60 Triglicéridos (TG) 20 

 Los niveles de TG se midieron usando procedimientos enzimáticos en el 

analizador Ace Alera. Hubo una disminución significativa en TG a lo largo del 

periodo de dosificación tanto en el grupo tratado con AB-L1-FGF21∆H-A129C a 

1,5 mg/kg como en los animales tratados con FGF21∆H (Figura 9i). La 

reducción de los niveles de TG persistió a lo largo de la fase de eliminación en 25 
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el grupo tratado con FGF21∆H, mientras que los niveles de TG en el grupo 

tratado con AB-L1-FGF21∆H-A129C a 1,5 mg/kg tendieron hacia la línea basal 

en la fase de eliminación. 

Ejemplo 61 Ácidos grasos libres no esterificados (FFA) 

 Los ácidos grasos libres no esterificados (FFA) se midieron usando 5 

procedimientos enzimáticos en un analizador de química clínica Roche Cobas 

C311 usando protocolos y reactivos de Wako (Wako Diagnostics, Richmond, 

VA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. No hubo cambios 

significativos en los niveles de FFA en los grupos tratados con AB-L1-

FGF21∆H-A129C a 0,15 mg/kg y 1,5 mg/kg (Figura 9J). Los niveles de FFA en 10 

los animales tratados con FGF21∆H aumentaron significativamente durante las 

2 primeras semanas de tratamiento y después volvieron a los niveles basales 

en la semana 1 de la fase de eliminación. 

Ejemplo 62 Colesterol de lipoproteína de alta densidad (HDL) 

 Los niveles de HDL se midieron usando procedimientos enzimáticos en 15 

el analizador Ace Alera. No hubo cambios significativos en el colesterol HDL a 

lo largo del periodo de tratamiento en ninguno de los grupos de tratamiento. 

Ejemplo 63 Colesterol de lipoproteína de baja densidad (LDL) 

 Los niveles de LDL se midieron usando procedimientos enzimáticos en 

el analizador Ace Alera. Hubo una disminución significativa en el colesterol LDL 20 

desde 2 semanas y 1 semana de tratamiento, respectivamente, hasta la 

semana 2 del periodo de eliminación en los grupos tratados con AB-L1-

FGF21∆H-A129C a 0,15 mg/kg y 1,5 mg/kg (Figura 9K). Solamente pudo 

observarse una disminución significativa en los niveles de colesterol LDL 

después de 1 semana de tratamiento en los animales tratados con FGF21∆H. 25 
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No se observó significado en ningún otro punto de tiempo en este grupo de 

tratamiento. 

Ejemplo 64 Cuerpos cetónicos totales (TOTK) 

 Los TOTK se midieron usando procedimientos enzimáticos en un 

analizador de química clínica Roche Cobas C311 usando protocolos y 5 

reactivos de Wako. No hubo un cambio significativo en los niveles de cuerpos 

cetónicos totales en los animales tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C a 0,15 

mg/kg y 1,5 mg/kg (Figura 9L). Los niveles de TOTK aumentaron 

significativamente en los animales tratados con FGF21∆H durante las 3 

primeras semanas de tratamiento, tendiendo los niveles hacia la línea basal 10 

durante el periodo de eliminación. 

Ejemplo 65 Adiponectina 

 Los niveles de adiponectina se determinaron usando un kit ELISA 

Mercodia. Los niveles de adiponectina en plasma se muestran en la Figura 

9M. Se excluyeron tres animales del análisis (uno de cada uno de los grupos 15 

de vehículo, AB-L1-FGF21∆H-A129C a 1,5 mg/kg y el grupo tratado con 

FGF21∆H), ya que sus niveles de adiponectina estaban por debajo del límite de 

detección para el ensayo. No se observaron cambios significativos en los 

niveles de adiponectina en ninguno de los grupos de tratamiento, aunque los 

niveles mostraron una tendencia ascendente en los animales tratados con 20 

FGF21∆H. 

Ejemplo 66 Proteína C Reactiva (CRP) 

 La proteína C reactiva (CRP) se midió usando un kit ELISA de ALPCO 

Diagnostics (Salem, NH) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los 

niveles de CRP en plasma disminuyeron significativamente en los animales 25 
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tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C a 0,15 y 1,5 mg/kg durante el periodo de 

tratamiento de 4 semanas con la excepción de la semana 2 (Figura 9N). Los 

niveles tendieron de nuevo a la línea basal durante la fase de eliminación. Los 

niveles de CRP en plasma también disminuyeron en los animales tratados con 

FGF21∆H, pero únicamente se alcanzó significado en el punto de tiempo de 5 

eliminación de 1 semana. 

Ejemplo 67 Leptina 

 La leptina se midió mediante tecnología Luminex (número de catálogo 

Millipore HMH-34K) con protocolos y reactivos de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Los niveles de leptina en plasma disminuyeron en 10 

los animales tratados con FGF21∆H (Figura 9o), pero esta disminución no 

alcanzó significado en ninguno de los puntos de tiempo. No hubo cambio en los 

niveles de leptina en los grupos tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C. 

Ejemplo 68 Adipsina 

 Los niveles de adipsina se midieron usando un kit Quantikine de R&D 15 

systems (Minneapolis MN) del factor D de complemento humano (número de 

catálogo DF00) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los niveles de 

adipsina en plasma aumentaron significativamente en todos los animales 

tratados (Figura 9Q) durante las 3 primeras semanas del tratamiento. Los 

niveles tendieron de nuevo hacia la línea basal durante la fase de eliminación. 20 

Ejemplo 69 Conclusión extraída de estudios en monos 

 AB-L1-FGF21∆H-A129C fue eficaz reduciendo el peso corporal, 

mejorando los índices de lípidos (TPC, TG y LDL) y reduciendo un biomarcador 

inflamatorio (CRP) en macacos cynomolgus con resistencia a la insulina de 

leve a moderada. No hubo ningún efecto aparente de AB-L1-FGF21∆H-A129C 25 
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o FGF21∆H en los niveles de glucosa en sangre en ayunas y no se produjo 

ninguna hipoglucemia. No hubo ningún efecto sobre la sensibilidad a la insulina 

según se evaluó mediante IVGTT. Aunque era inesperado, este resultado, junto 

con la ausencia de efecto sobre los niveles de glucosa en plasma, puede 

deberse a los niveles basales de glucosa e insulina en estos macacos, que sólo 5 

están ligeramente elevados en comparación con los macacos sanos normales. 

Esto sugiere que estos animales presentan solamente una resistencia leve a la 

insulina. El pequeño cambio en los niveles basales combinado con la 

variabilidad natural entre un mono y otro y el bajo número de animales por 

grupo, puede hacer que sea difícil observar cambios estadísticamente 10 

significativos en los índices glucémicos. La reducción de los niveles de 

fructosamina en los animales tratados con AB-L1-FGF21∆H-A129C hacia el 

final del periodo de tratamiento indica un control glucémico mejorado en estos 

animales. La dosificación de dos veces por semana de AB-L1-FGF21∆H-

A129C (particularmente la dosis de 1,5 mg/kg) produjo efectos beneficiosos 15 

comparables a la dosificación diaria de la proteína FGF21 de control. 

Ejemplo 70 Primer estudio en seres humanos de AB-L1-FGF21∆H-A129C 

 Se emprendió un estudio aleatorio, controlado por placebo, de una sola 

dosificación oral ascendente, paralelo, de Ab-L1-FGF21∆H-A129C (h38C2-

(SEC ID Nº: 10-L1)2 en sujetos con diabetes mellitus de Tipo 2. Los sujetos 20 

recibieron placebo o Ab-L1-FGF21∆H-A129C como una administración en 

embolada IV (0,5 mg y 1,5 mg) o infusión IV (5, 10, 50, 100, 200 mg), 

evaluándose 10 sujetos en cada grupo de dosis de tratamiento activo y 14 en el 

grupo de placebo. Hasta la fecha, se han evaluado siete cohortes hasta el nivel 

de dosificación de 200 mg sin identificación de la dosis máxima tolerada (DMT), 25 
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ya que se observó que dosis IV individuales de hasta 200 mg generalmente 

eran inocuas y se toleraban bien. En el presente documento se presenta un 

resumen preliminar de los datos de seguridad/tolerancia, farmacocinéticos y 

farmacodinámicos observados. 

 Después de la administración de una sola dosis, no se observaron 5 

diferencias entre perfiles de glucosa media en plasma de 7-pt y niveles de 

glucosa en plasma en ayunas en comparación con el placebo. Sin embargo, los 

grupos de placebo y de ensayo mostraron alguna reducción de los niveles de 

glucosa, lo que sugiere que se requieren estudios adicionales. No se 

observaron tendencias relacionadas con la dosis en colesterol total, colesterol 10 

LDL, insulina en ayunas, glucagón en ayunas o beta-hidroxibutirato en ayunas. 

Se observó un aumento en el colesterol HDL en comparación con el placebo en 

los dos niveles de dosis superiores estudiados (100 y 200 mg IV). Se observó 

una disminución dependiente de la dosis en triglicéridos en ayunas. 

 Se estimaron por separado los parámetros farmacocinéticos del extremo 15 

C intacto y del extremo N intacto de FGF21 en voluntarios sanos después de la 

administración simple intravenosa de Ab-L1-FGF21∆H-A129C. Las 

exposiciones a las dos proteínas parecían aumentar proporcionalmente con el 

aumento de la dosis. Las fases terminales de las curvas de concentración 

logarítmica frente al tiempo fueron paralelas con semividas medias terminales 20 

de 7 a 9 horas para el extremo C y de 30-36 h para el extremo N, 

respectivamente. 

 No se notificaron acontecimientos adversos graves (AAG) y se notificó 

un total de 60 acontecimientos adversos (AA). De estos AA, se notificaron 54 

en 28 sujetos que recibían Ab-L1-FGF21∆H-A129C. La mayoría de AA se 25 
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consideraron leves en intensidad excepto un episodio de náuseas clasificado 

como moderado que comenzó a las 32,5 h después de la dosificación de 15 mg 

de Ab-L1-FGF21∆H-A129C o placebo que duró 156 h, no necesitó intervención 

y se consideró relacionado con el tratamiento con el fármaco de estudio. 

También se notificó un episodio de diarrea clasificado como moderado, que 5 

comenzó a las 2 h después de la dosis de 50 mg de Ab-L1-FGF21∆H-A129C o 

placebo y duró 156 h, que no necesitó intervención y se consideró relacionado 

con el tratamiento con el fármaco de estudio. La diarrea fue el AA más 

frecuente notificado (14 episodios en 12 sujetos) y, de éstos, nueve (9) 

episodios se consideraron relacionados con el tratamiento. Los otros episodios 10 

de diarrea se consideraron relacionados con el tratamiento de cloración 

alterado del agua corriente servida a los sujetos en una cohorte durante el 

confinamiento hospitalario en una unidad de investigación clínica de 

participación. Los síntomas gastrointestinales (distensión abdominal, dolor 

abdominal, diarrea, dispepsia, flatulencia, hiperclorhidria, náuseas y vómitos) 15 

parecían aumentar en frecuencia al aumentar la dosis, notificando cinco (5) 

sujetos nueve (9) AA GI en la Cohorte 7 (grupo de dosis de 200 mg o placebo). 

Ningún sujeto se retiró de la participación del estudio como resultado de un AA. 

 No se observaron tendencias relacionadas con la dosis en valores de 

IGF-1, ensayos de laboratorio, signos vitales o ECG de 12 derivaciones 20 

observados a lo largo de las dosis estudiadas. En el grupo de tratamiento de 

200 mg, los valores medios para la presión sanguínea sistólica (PSS) tendieron 

a ser numéricamente más elevados que en los otros grupos de tratamiento 

(incluyendo placebo), con un mayor aumento desde el valor basal de 11,2 

mmHg a las 0,5 h después de la dosis del Día 1, y se mantuvo a 7,0 mmHg 25 
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hasta el Día 15. Los cambios medios desde la línea basal observados en el 

grupo de tratamiento de 200 mg estaban dentro de una desviación típica de la 

línea basal media del grupo. Además, no hubo correlación entre la exposición a 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C y aumentos de PSS en sujetos individuales en el 

grupo de tratamiento de 200 mg. Además, la PSS aumentada persistió hasta el 5 

Día 15, bastante después de la eliminación del fármaco de estudio. Todas 

estas observaciones sugieren que el aumento medio observado está dentro y 

posiblemente relacionado con la variabilidad de los grupos de tratamiento. 

Ejemplo 71 Régimen de dosificación 

 La relación concentración-respuesta de la disminución de triglicéridos 10 

después de una sola dosis de Ab-L1-FGF21∆H-A129C en pacientes que 

padecen diabetes de tipo 2 se describió usando un modelo de inicio 

farmacológico lento y PK/PD compensado. Para la proyección de la dosis se 

usó el valor de CI50 obtenido del modelo PK/PD y la cinética farmacológica 

lenta procedente de los datos de triglicéridos FIH (primero en seres humanos) y 15 

la farmacología máxima derivada del modelo de los datos de OGTT en ratones 

ob/ob. Se proyecta una dosis semanal de 10 mg de h38C2-(SEC ID Nº: 10-L1)2 

o dos veces una dosis por semana de 5 mg Ab-L1-FGF21∆H-A129C durante 4 

semanas para conseguir una disminución de la glucosa en plasma en ayunas 

de ∼25% en pacientes diabéticos con HbA1C del 8%. 20 

 Por consiguiente, la presente invención proporciona un régimen de 

dosificación que comprende tratar a un paciente con una dosis de 

aproximadamente 5 mg de un compuesto de la invención (en particular Ab-L1-

FGF21∆H-A129C). En algunos aspectos, los aproximadamente 5 mg de un 

compuesto de la invención (en particular Ab-L1-FGF21∆H-A129C) se 25 
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administran bisemanalmente (dos veces por la semana). En algunos aspectos, 

los aproximadamente 5 mg de un compuesto de la invención (en particular Ab-

L1-FGF21∆H-A129C) se administran durante al menos 4 semanas. En algún 

aspecto, los aproximadamente 5 mg/kg de un compuesto de la invención (en 

particular Ab-L1-FGF21∆H-A129C) se administran bisemanalmente durante al 5 

menos 4 semanas. En algunos aspectos ... 

 Por consiguiente, la presente invención proporciona un régimen de 

dosificación que comprende tratar a un paciente con una dosis de 

aproximadamente 10 mg de un compuesto de la invención (en particular Ab-L1-

FGF21∆H-A129C). En algunos aspectos, los aproximadamente 10 mg de un 10 

compuesto de la invención (en particular Ab-L1-FGF21∆H-A129C) se 

administran una vez por la semana. En algunos aspectos, los 

aproximadamente 10 mg de un compuesto de la invención (en particular Ab-L1-

FGF21∆H-A129C) se administran durante al menos 4 semanas. En algún 

aspecto, los 10 mg/kg de un compuesto de la invención (en particular Ab-L1-15 

FGF21∆H-A129C) se administran una vez por semana durante al menos 4 

semanas.  

 En algunos aspectos, el paciente padece diabetes de tipo 2. En algunos 

aspectos, el paciente es un paciente diabético con la hemoglobina A1C 

elevada. En algunos aspectos, el régimen de dosificación es para disminuir los 20 

niveles de triglicéridos. En algunos aspectos, el régimen de dosificación es para 

aumentar el nivel de HDL. En algunos aspectos, el régimen de dosificación es 

para disminuir la glucosa en sangre. En algunos aspectos, el régimen de 

dosificación es para disminuir la glucosa en sangre en al menos 

aproximadamente un 25%. En algunos aspectos, el régimen de dosificación es 25 
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para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. 

Ejemplo 72 Estabilidad Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-FGF21∆H-A129C  

 Se prepararon diversas formulaciones de Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab 

(h38C2-(FGF21∆H-H125C-L1)2) y Ab-L1-FGF21∆H-A129C (h38C2-(FGF21 

∆H-A129C-L1)2) por UF-DF (diafiltración y ultrafiltración usando un límite de 5 

peso molecular de 30000) y después se filtraron de forma estéril. Las 

formulaciones se sometieron a una serie de condiciones de estrés (véase la 

Tabla 17). Después, las muestras se analizaron usando un ensayo de Aspecto, 

UV (absorbancia ultravioleta), SDS-PAGE (electroforesis en gel de dodecil 

sulfato sódico-poliacrilamida), Cromatografía de Exclusión por Tamaño (SEC) e 10 

iCe (electroforesis capilar por imagen). Algunas muestras se analizaron 

mediante técnicas biofísicas tales como calorimetría de barrido diferencial 

(DSC) y ultracentrifugación analítica. Las muestras se analizaron a diversos 

puntos de tiempo (Tabla 17) para evaluar la tendencia a la estabilidad. Para 

determinar cualquier efecto beneficioso del polisorbato 80, las formulaciones 15 

seleccionadas preparadas con o sin polisorbato 80 se sometieron a estrés de 

agitación (4 h de agitación orbital a 300 rpm). Adicionalmente, algunas 

formulaciones también usaron una mayor concentración para evaluar si los 

conjugados eran solubles en disolventes tamponados acuosos a alta 

concentración y para evaluar la estabilidad a alta concentración. 20 

 Formulación Proteína  

mg/ml 

Aspecto 

Ini-

cial 

4 h 

300 

rpm 

4 

sem. 

5ºC 

4 

sem. 

25ºC 

2 

sem. 

40ºC 

2 

sem. 

50ºC 

A “H125C-His6” (histidina 20 mM, pH 6) 7-10  C PF PF PF PF PF 

B “H125C -NaAc4” (acetato de sodio 20 mM, pH 4) 7-10 C nr PF nr C nr 

C “H125C -NaP8” (fosfato de sodio 20 mM, pH 8) 7-10  C nr PF nr C nr 

D “H125C -His6-50” (histidina 20 mM, pH 6) 40-50  C nr PF nr C nr 

E “H125C-His6-PS80” (his 20 mM, polisorbato 800, 

2 mg/m, pH 6) 

7-10 C C nr nr nr nr 
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 Formulación Proteína  

mg/ml 

Aspecto 

Ini-

cial 

4 h 

300 

rpm 

4 

sem. 

5ºC 

4 

sem. 

25ºC 

2 

sem. 

40ºC 

2 

sem. 

50ºC 

F “A129C-His6” (histidina 20 mM, pH 6) 7-10  C PF PF PF PF PF 

G “A129C -NaAc4” (acetato de sodio 20 mM, pH 4) 7-10  C nr C nr C nr 

H “A129C -NaP8” (fosfato de sodio 20 mM, pH 8) 7-10  C nr C nr C nr 

I “A129C -His6-50” (histidina 20 mM, pH 6) 40-50  C nr PF nr C nr 

J “A129C-His6-PS80” (his 20 mM, polisorbato 800, 

2 mg/m, pH 6) 

7-10 C C nr nr nr nr 

 

Tabla 17 Formulaciones de Ab-L1-FGF21∆H-H125C (A-E) y Ab-L1-

FGF21∆H-A129C (F-I). PF: partículas formadas; C: transparente; nr: no 

realizado. 

Ensayo de aspecto 5 

 Formación de partículas después del almacenamiento a diversas 

temperaturas: los dos candidatos en la formulación de histidina 20 mM, pH 6 

(Formulaciones A y F) mostraron formación de partículas después de 4 

semanas de almacenamiento a 5º C o 4 semanas a 25º C, o 2 semanas a 40º 

C o 2 semanas a 50º C. Estos datos sugieren que la formulación de histidina 20 10 

mM, pH 6 conduce a inestabilidad de Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-

FGF21∆H-A129C. Cuando se sometieron a estrés a 40º C durante 2 semanas, 

el acetato pH 4 y fosfato pH 8 no mostraron formación de partículas, a 

diferencia de la formulación de histidina a pH 6 al mismo nivel de concentración 

de proteínas. Sin embargo, la alta concentración de proteínas (40-50 mg/ml) 15 

parece ralentizar la formación de partículas cuando se compara con la misma 

formulación (histidina, pH 6) a menor concentración de proteína (7-10 mg/ml). 

Cuando se comparan los datos de aspecto de Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-

L1-FGF21∆H-A129C después del almacenamiento a 5º C durante 4 semanas, 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C muestra un comportamiento superior frente a la 20 
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formación de partículas en las 2 formulaciones (acetato, pH 4, y fosfato pH 8). 

 La presencia de polisorbato 80 ayuda a impedir que el estrés por 

agitación induzca la formación de partículas en ambos candidatos como se 

observa en la Tabla 17 cuando se comparan formulaciones con y sin 

polisorbato 80. El estrés por agitación se usa normalmente para predecir la 5 

estabilidad frente a diversas etapas de procesamiento que implican interfase 

aire-agua así como estrés mecánico. 

 No se observó ningún cambio significativo en UV a lo largo del tiempo, 

indicando que incluso si se observaba formación de partículas en algunas de 

las formulaciones indicadas en la Tabla 17, la concentración neta de proteína 10 

no se veía significativamente afectada a lo largo del tiempo. 

Formación de especies de alto peso molecular (EAPM) 

 Se usó SEC para medir la formación de EAPM para diversas 

formulaciones indicadas en la Tabla 17 (resultados mostrados en la Tabla 18). 

La SEC puede separar de manera fiable EAPM y es un ensayo indicativo de 15 

estabilidad importante para Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-FGF21∆H-A129C. 

Las EAPM en el ensayo SEC se definen como las especies que eluyen antes 

que los conjugados que llevan 2 unidades de FGF21 (es decir, h38C2-

(FGF21∆H-H125C-L1)2 y h38C2-(FGF21 ∆H-A129C-L1)2). Las formulaciones 

en histidina 20 mM, pH 6, para ambos candidatos mostraron una elevada 20 

formación inicial así como dependiente del tiempo de EAPM. De manera 

interesante, algunas de las formulaciones (acetato, pH 4; fosfato, pH 8 y 

formulaciones de alta concentración en histidina pH 6) de ambos candidatos a 

temperaturas elevadas (40º C) tendían a mostrar una disociación inicial de 

agregados en la primera semana. En la bibliografía se conoce la tendencia a la 25 
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agregación no lineal de formulaciones de proteínas a lo largo del tiempo. Las 

formulaciones en acetato sódico 20 mM, pH 4, mostraron menos EAPM cuando 

se compararon con formulaciones en histidina 20 mM, pH 6. Por lo tanto, las 

formulaciones en acetato sódico 20 mM proporcionan mayor estabilidad que en 

histidina 20 mM, pH 6 para la formación de EAPM. El análisis de SDS PAGE 5 

fue coherente con estos resultados. Por último, cuando los dos candidatos se 

compararon para determinar la predisposición a la formación de EAPM a 5º C 

en acetato, la formulación pH 4, Ab-L1-FGF21∆H-A129C parecía comportarse 

mejor que Ab-L1-FGF21∆H-H125C (Tabla 18). 

Temperatura de 

almacenamiento 

5º C 25º C 40º C 

Punto de Tiempo 

(semana) 

inicial 2 

sem. 

4 

sem. 

8 

sem. 

1 

sem. 

2 

sem. 

4 

sem. 

1 

sem. 

2 

sem. 

4 

sem. 

H125C-His6 25,1 25,9 27,1 21,8 22,8 23,3 22,0 14,5 20,2 25,1 

H125C -NaAc4 11,7 8,5 9,6     4,6 4,5 6,3 

H125C -NaP8 21,0 20,2 21,7     15,0 12,0 10,1 

H125C -His6-50 33,2  36,4      33,9 20,9 

A129C-His6 27,3 23,3 25,0 24,3 18,6 20,3 18,9 14,0 23,2 13,0 

A129C -NaAc4 3,6 3,2 3,5     2,9 3,6 5,0 

A129C -NaP8 17,8 17,0 17,8     11,9 14,9 30,8 

A129C -His6-50 28,2  35,3      29,6 23,5 

TABLA 18 Datos de estabilidad de Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-10 

FGF21∆H-A129C 

 El % de EAPM (especies de alto peso molecular) se midió mediante 

SEC. Las condiciones de SEC incluyen: columna SEC 4,6 x 300 mm Waters 

Biosuite UHR 250 4 µm, Fase Móvil: Fosfato Sódico 200 mM, Tampón de 

Cloruro Sódico 100 mM (pH 7,0), Temperatura de la Columna: Ambiente, 15 
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Caudal: 0,1 ml/min (Isocrático), Detección: absorbancia UV a 214 nm, Tiempo 

de Ejecución: 50 min.  

Heterogeneidad de la carga 

 Las proteínas poseen heterogeneidad de carga causada por 

modificaciones postraduccionales tales como desamidación y fragmentación. El 5 

isoelectroenfoque capilar por imágenes (iCE) separa especies de proteínas 

basándose en sus diferencias de carga (valor pI) en un gradiente de pH. El iCE 

se usó para supervisar la heterogeneidad de carga en diversas formulaciones 

de Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-FGF21∆H-A129C, y se muestra en la 

Tabla 19. Las condiciones de ejecución para iCE incluyen: aproximadamente 1 10 

mg/ml de proteína con urea 2M, y Pharmalyte 3-10. Las formulaciones en 

histidina 20 mM, pH 6, así como en fosfato sódico 20 mM, pH 8 para ambos 

candidatos mostraron una mayor tendencia de formación de especies ácidas 

en comparación con las de acetato sódico 20 mM, pH 4. Por lo tanto, las 

formulaciones en acetato sódico 20 mM, pH 4 proporcionan mayor estabilidad. 15 

Adicionalmente, Ab-L1-FGF21∆H-A129C mostró una tendencia a una menor 

formación de especies ácidas en acetato sódico 20 mM, pH 4 que Ab-L1-

FGF21∆H-H125C en la misma formulación, demostrando de esta manera 

superior estabilidad para la heterogeneidad de carga. 

Temperatura de 

almacenamiento 
5º C 25º C 40º C 

Punto de Tiempo (semana) inicial 2 

sem. 

4 

sem. 

8 

sem. 

1 

sem. 

2 

sem. 

4 

sem. 

1 

sem. 

H125C-His6 60,0 62,8 64,9 60,3 71,9 74,2 75,1 82,9 

H125C -NaAc4 62,4 61,7 60,7    53,3  

H125C -NaP8 77,4 92,3 95,3    96,2  
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Temperatura de 

almacenamiento 
5º C 25º C 40º C 

Punto de Tiempo (semana) inicial 2 

sem. 

4 

sem. 

8 

sem. 

1 

sem. 

2 

sem. 

4 

sem. 

1 

sem. 

H125C -His6-50 61,9  78,5      

A129C-His6 58,4 62,7 62,5 64,2 73,0 75,2 75,7 81,9 

A129C -NaAc4 49,3 52,7 48,8    45,2  

A129C -NaP8 68,3 87,5 89,0    97,4  

A129C -His6-50 62,5  53,9      

TABLA 19 % de especies ácidas medido por Heterogeneidad de Carga iCE de 

Ab-L1-FGF21∆H-H125C y Ab-L1-FGF21∆H-A129C 

Calorimetría de Barrido Diferencial (DSC) 

 La estabilidad térmica de los dos candidatos se investigó usando DSC 

midiendo el punto medio de transición (Tm) de desplegamiento inducido por la 5 

temperatura. El valor de Tm de la transición de desplegamiento principal para 

h38C2 fue 73,5º C. Los conjugados mostraron mayor Tm de la transición de 

desplegamiento principal, lo que sugiere mayor estabilidad térmica frente al 

desplegamiento (la Tm de Ab-L1-FGF21∆H-H125C (h38C2-(FGF21∆H-A129C-

L1)2) y Ab-L1-FGF21∆H-A129C (h38C2-(FGF21∆H-H125C-L1)2) fue de 79º C). 10 

 La estabilidad térmica de los dos candidatos también se investigó 

usando la fluorescencia intrínseca del triptófano en proteínas midiendo el punto 

medio de transición (Tm-FL) de desplegamiento inducido por la temperatura. 

Éste ensayo supervisa cambios en la estructura terciaria de manera semi-

cuantitativa después del desplegamiento inducido por una elevada 15 

temperatura. Los valores Tm-FL de la transición de desplegamiento principal 

fueron aproximadamente 74,1º C, 77,7º C y 79,7º C para h38C2, Ab-L1-
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FGF21∆H-A129C y Ab-L1-FGF21∆H-H125C, respectivamente. De acuerdo con 

los valores de Tm medidos por DSC, los dos candidatos mostraron Tm-FL 

similares que son ligeramente superiores que los valores de Tm-FL de h38C2, 

lo que sugiere una mayor estabilidad termodinámica de los conjugados que 

h38C2 en solitario. 5 

Ensayo de ultracentrifugación analítica 

 Este ensayo se usó como una medición ortogonal de la cantidad 

cualitativa de EAPM en formulaciones ensayadas seleccionadas. Muestra un 

nivel de EAPM en formulaciones de histidina 20 mM, pH 6, similar a los 

observados en SEC. También muestra un nivel menor de EAPM en acetato 10 

sódico 20 mM, pH 4, para Ab-L1-FGF21∆H-A129C, cualitativamente coherente 

con la tendencia observada en el ensayo SEC. Los datos de ultracentrifugación 

analítica proporcionan una verificación ortogonal de que la formulación de 

acetato sódico 20 mM, pH 4, proporciona mayor estabilización en comparación 

con la formulación de histidina 20 mM, pH 6 (Tabla 20). 15 

Formulación % de EAPM 

Ab-L1-FGF21∆H-H125C en histidina 20 mM, pH 6 25,2 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C en histidina 20 mM, pH 6 24,3 

Ab-L1-FGF21∆H-A129C en acetato sódico 20 mM, pH 4 5,2 

 

TABLA 20 Datos EAPM medidos por ultracentrifugación analítica de Ab-L1-

FGF21∆H-H125C y Ab-L1-FGF21∆H-A129C 

 Comparando los datos de varios indicadores de estabilidad analizados 

en este ejemplo, el perfil de estabilidad global de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 20 

parece ser superior que el de Ab-L1-FGF21∆H-H125C. También es evidente 
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que la disminución del pH de la formulación (por ejemplo acetato, pH 4) 

proporciona mejor estabilidad en comparación con un mayor pH (por ejemplo, 

pH 6-8). 

Ejemplo 73 Exploración de Ab-L1-FGF21∆H-A129C en tampón de pH 

 Se investigó la estabilidad de Ab-L1-FGF21∆H-A129C (h38C2-5 

(FGF21∆H-A129C-L1)2) en diversos tampones acuosos con el objetivo de 

encontrar un medio de estabilización apropiado. La inestabilidad del Engarce-1, 

así como cualquier fragmento hidrolítico de los componentes de la proteína (es 

decir h38C2 y FG21) da como resultado la generación de especies de bajo 

peso molecular (EBPM). Además, pueden formarse especies de alto peso 10 

molecular si en la formulación se ensayan agregados de los conjugados. Las 

formulaciones se prepararon por intercambio de tampón en la formulación 

deseada con una concentración de proteína diana en el intervalo de 5-8 mg/ml. 

Las formulaciones se filtraron usando un filtro de 0,2 um, se envasaron en 

viales de vidrio y se almacenaron a la temperatura deseada. Las muestras se 15 

ensayaron en los puntos de tiempo indicados. 

Medición de EAPM y EBPM por SEC 

 Se observó un efecto pronunciado del tampón y pH después de un 

estrés de temperatura (40º C) durante 2 semanas. Los datos se presentan en 

la Tabla 21. En el punto de tiempo inicial, se observó una tendencia al aumento 20 

de EAPM en formulaciones de mayor pH. Las formulaciones en histidina 

estaban entre las que mostraban un elevado % de EAPM. Las formulaciones 

en acetato sódico, lactato sódico, malato sódico y citrato sódico en el intervalo 

de pH del 4,5 a 5 mostraron relativamente menos agregados en el punto inicial. 

Después del almacenamiento a 40º C durante semanas, el % de EAPM 25 
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disminuyó realmente en las formulaciones a pH 6,5 y 7. La formulación en 

lactato sódico, de pH 4,5, mostró un comportamiento relativamente superior 

para el % de EAPM. 

 La tendencia de EBPM fue diferente de la de EAPM. Excepto la 

formulación de citrato sódico, pH 5, todas las formulaciones mostraron valores 5 

uniformes de % de EBPM en el punto de tiempo inicial. Después del 

almacenamiento a 40º C durante 2 semanas, algunas de las formulaciones de 

pH bajo mostraron un aumento pronunciado en el % de EBPM supuestamente 

debido a fragmentación. Sin embargo, es evidente que los efectos de las 

especies tampón también desempeñan un papel en la estabilización frente a la 10 

formación de EBPM. La tendencia del % de EBPM dependiente del pH sugiere 

un refinado posterior de la formulación que pueda conseguir una mejora en la 

estabilidad. 

ID Formulación % de 

EAPM 

inicial  

% de 

EAPM 

después 

de 2 

semanas a 

40º C 

% de 

EBPM 

inicial  

% de 

EBPM 

después 

de 2 

semanas a 

40º C 

A Acetato Sódico 20 mM, pH 4,5 8,9 13,7 26,8 38,1 

B Acetato Sódico 20 mM, pH 5 9,4 22,6 26,1 33,8 

C Acetato Sódico 20 mM, pH 5,5 12,1 29,2 26,1 33,2 

D Histidina 20 mM, pH 5,5 16,9 26,0 25,3 29,7 

E Histidina 20 mM, pH 6 23,0 28,2 24,6 29,7 

F Histidina 20 mM, pH 6,5 18,0 14,8 25,5 38,6 

G Lactato Sódico 20 mM, pH 4,5 8,9 11,3 26,7 55,2 

H Malato Sódico 13 mM, pH 4,5 9,2 20,8 27,6 52,7 
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ID Formulación % de 

EAPM 

inicial  

% de 

EAPM 

después 

de 2 

semanas a 

40º C 

% de 

EBPM 

inicial  

% de 

EBPM 

después 

de 2 

semanas a 

40º C 

I Malato Sódico 13 mM, pH 5 9,9 34,3 27,6 28,3 

J Citrato Sódico 10 mM, pH 5 7,8 24,3 36,5 47,5 

K Citrato Sódico 10 mM, pH 6,5 21,5 15,9 26,0 37,8 

L Succinato Sódico 13 mM, pH 6 16,8 13,3 26,2 42,1 

N Fosfato Sódico 10 mM, pH 6,5 22,2 12,9 25,3 45,3 

P Fosfato Sódico 10 mM, NaCl 100 

mM, pH 6,5 

19,3 15,4 25,7 40,0 

Q Fosfato Sódico 10 mM, pH 7 16,4 13,1 27,1 43,9 

R Acetato Sódico 7 mM, 7 mM 

Histidina, Malato Sódico 4 mM, pH 5 

9,9 22,6 27,0 33,7 

S Citrato Sódico 5 mM, Fosfato Sódico 

5 mM, pH 6,5 

22,1 12,1 25,9 44,7 

 

Tabla 21 Datos SEC de formulaciones de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 

Ejemplo 74 Estabilidad de Ab-L1-FGF21∆H-A129C frente a la agitación 

 Se prepararon formulaciones por intercambio de tampón y adición de 

excipiente con una concentración de proteína diana en el intervalo de 9-11 5 

mg/ml. Las formulaciones preparadas se filtraron usando un filtro de 0,2 um y 

se envasaron en viales de vidrio. Se aplicó agitación usando un agitador orbital 

a una velocidad de 300 rpm. Las muestras se ensayaron en los puntos de 

tiempo indicados. Los resultados de la Tabla 22 demuestran que la presencia 

de polisorbato 80 ayuda a impedir la inestabilidad inducida por agitación. 10 
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Formulación Aspecto 

inicial 

Aspecto después 

de 24 h de 

agitación 

Cambio en % de 

EAPM después de 

24 h de agitación 

Lactato Sódico 30 mM, 

dihidrato de trehalosa 90 

mg/ml, pH 4,8 

Transparente  Líquido lechoso y 

precipitación  

1,4 

Lactato Sódico 30 mM, 

dihidrato de trehalosa 90 

mg/ml, polisorbato 800,5 

mg/ml, pH 4,8 

Transparente  Transparente con 

pocas partículas 

0,1 

 

Tabla 22 Datos de estabilidad de formulaciones frente a agitación por estrés 

Ejemplo 75 Formulaciones liofilizadas de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 

 Aunque pueden usarse formulaciones líquidas con los compuestos de la 

invención, las formulaciones liofilizadas pueden proporcionar mayor longevidad 5 

de estabilidad. El ejemplo 72 demostró el sorprendente resultado de que los 

compuestos de la invención eran más estables en acetato sódico. Sin embargo, 

el acetato sódico se sublima y, por consiguiente, es difícil de incorporar en un 

tampón liofilizado. Existe, por lo tanto, la necesidad de desarrollar un tampón 

alternativo para compuestos de la invención que proporcione estabilidad óptima 10 

a largo plazo en una formulación liofilizada. 

 Se prepararon formulaciones por intercambio de tampón y adición de 

excipiente con una concentración de proteína diana de aproximadamente 10 

mg/ml salvo las formulaciones J y K que tenían una concentración diana de 

aproximadamente 20 mg/ml. Las formulaciones preparadas se filtraron usando 15 

un filtro de 0,2 um y se envasaron en viales de vidrio. Para preparar 

formulaciones liofilizadas, los viales se liofilizaron, se cerraron y se sellaron. En 
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los puntos de tiempo indicados, se extrajeron muestras y se ensayaron por 

diversos procedimientos analíticos incluyendo SEC e iCE. Las formulaciones 

líquidas también se evaluaron durante 2 semanas para evaluar la estabilidad. 

 Se evaluó el comportamiento de las formulaciones liofilizadas después 

del almacenamiento a temperatura elevada. La Tabla 23 muestra datos de SEC 5 

e iCE en los puntos de tiempo indicados. Las formulaciones liofilizadas se 

comportaron mejor incluso cuando se compararon con estrés a mayor 

temperatura. Entre las formulaciones liofilizadas, las formulaciones de lactato y 

acetato se comportaron relativamente mejor. Sin embargo, se sabe que el 

acetato experimenta sublimación cuando se liofiliza causando un 10 

desplazamiento del pH. De hecho, las formulaciones de acetato mostraron un 

aumento de 0,3-0,5 unidades de pH después de la liofilización. Por lo tanto, se 

llega a la conclusión de que la formulación de lactato liofilizada (formulación C) 

es apropiada para conseguir una estabilidad adecuada y proporciona suficiente 

protección frente a la formación de partículas, EAPM, EBPM y especies ácidas. 15 

Cuando se comparan con formulaciones presentadas en el Ejemplo 73, está 

claro que la formulación C (formada por lactato, dihidrato de trehalosa, PS20, 

EDTA, L-Met) ayuda a prevenir la inestabilidad del engarce y corte de proteínas 

(ocasionando estos dos acontecimientos la formación de EBPM), así como la 

agregación (formación de partículas y EAPM). Los Ejemplos 72 y 73 muestran 20 

que las formulaciones de h38C2-(FGF21∆H-A129C-L1)2 solamente con lactato, 

a pesar de que éste sea superior a otros tampones tales como histidina, 

pueden no proporcionar una estabilidad adecuada para el uso deseado a largo 

plazo. La combinación de lactato con diversos tipos de estabilizadores tales 

como un azúcar o poliol que sirven como crioprotector y lioprotector (por 25 
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ejemplo, trehalosa, sacarosa, manitol), y un tensioactivo para la estabilidad de 

agitación (por ejemplo, polisorbato 80, polisorbato 20, poloxámero) y un 

quelante (por ejemplo, EDTA, DTPA), y un antioxidante (por ejemplo, L-

Metionina) proporciona una mejora sinérgica de la estabilidad. Las 

formulaciones de combinación mostradas en la Tabla 23 en las que el lactato 5 

se sustituye por malato, succinato o acetato, proporcionan una estabilidad 

superior cuando se comparan con las formulaciones solamente con tampón 

correspondientes. Por lo tanto, las combinaciones potencian claramente la 

estabilidad de Ab-L1-FGF21∆H-A129C. 

Ejemplo 76 Formulaciones liofilizadas de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 10 

 Se prepararon formulaciones por intercambio de tampón y adición de 

excipiente con una concentración de proteína diana que variaba entre las 

formulaciones. Las formulaciones preparadas se filtraron usando un filtro de 0,2 

um y se envasaron en viales de vidrio. Para preparar formulaciones liofilizadas, 

los viales se liofilizaron, se cerraron y sellaron. En los puntos de tiempo 15 

indicados, las muestras ensayaron por diversos procedimientos analíticos 

incluyendo SEC e iCE. Adicionalmente, las formulaciones líquidas también se 

evaluaron durante 2 semanas para evaluar la tendencia a la estabilidad de las 

formulaciones líquidas. El contenido de agua de las formulaciones liofilizadas 

se ensayó después de la liofilización y fue inferior al 0,5%. 20 

 Las formulaciones liofilizadas se almacenaron a diversas condiciones de 

estrés de temperatura y la Tabla 24 muestra datos SEC, iCE y CGE 

(electroforesis capilar en gel) reducida en los puntos de tiempo indicados. CGE 

produce una estimación semicuantitativa de fragmentos de proteína. Las 

formulaciones liofilizadas mostraron mejor estabilidad cuando se compararon 25 
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con los homólogos líquidos. Las formulaciones liofilizadas de ácido láctico 

(lactato sódico) en presencia de excipientes estabilizantes (en presencia de un 

crioprotector/lioprotector) mostraron una buena estabilidad. Por lo tanto, se 

llega a la conclusión de que las formulaciones de ácido láctico liofilizadas son 

apropiadas para ensayar la estabilidad en almacenamiento a largo plazo. Entre 5 

las formulaciones de ácido láctico, se necesita un equilibrio de pH de las 

formulaciones para impedir la fragmentación excesiva debida a la inestabilidad 

del engarce y corte de la proteína. Por ejemplo, la formulación F, pH 4,5, en 

estado líquido, produce una fragmentación sustancial cuando se compara con 

otras formulaciones. Por último, cuando se comparan las formulaciones B y L, 10 

se observa que los estabilizadores (particularmente, EDTA y L-Metionina) 

minimizan las fragmentaciones, proporcionando un beneficio sustancial, 

especialmente para las formulaciones líquidas. Se espera que otras 

combinaciones de quelantes metálicos (por ejemplo, EDTA, DTPA) y 

antioxidantes (por ejemplo, L-Metionina, ácido ascórbico puro) sean 15 

beneficiosas para conseguir estabilidad. 

 También se ensayaron formulaciones seleccionadas con respecto a la 

bioactividad relativa para explorar si están correlacionadas con las 

degradaciones físicas y químicas observadas en los datos de la Tabla 24. La 

bioactividad se midió por un ensayo ELISA de unión a Células HEK-293 20 

Indirecto de FGF-R/β-Klotho y se expresó como % relativo con respecto al 

material de referencia. Los datos de bioactividad se presentan en la Tabla 25. 

Partir de los datos, parece ser que la degradación física y química están 

correlacionadas y las formulaciones que muestran una degradación 

significativa ensayadas mediante procedimientos analíticos (Tabla 24) también 25 
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mostraron una reducción significativa en la bioactividad. Estos datos 

proporcionan seguridad en cuanto a la estabilidad e integridad funcional 

proporcionada por los componentes de la formulación A. 

Formulación 

ID 

Bioactividad 

después de 2 

semanas a 5º C 

Bioactividad 

después de 2 

semanas a 25º C 

B Bioactividad 

después de 2 

semanas a 40º C 

Líquido/ 

Liofilizado 

A  105 - - Liofilizado 

B - 107 64 Líquido 

D - 97 61 Líquido 

F - 98 49 Líquido 

 

Tabla 25 Datos de bioactividad (% relativo) de formulaciones Liofilizadas y 5 

Líquidas seleccionadas de Ab-L1-FGF21∆H-A129C indicadas en la Tabla 24 

 Por consiguiente, en algunos aspectos, la invención proporciona una 

formulación que comprende entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 

200 mg/ml de conjugado de FGF21 y una concentración entre 

aproximadamente 1 y 150 mM de ácido láctico o acetato sódico, con pH entre 10 

aproximadamente 4 y aproximadamente 5,5; y al menos uno de los siguientes: 

 (i) entre aproximadamente 10 aproximadamente 150 mg/ml de 

crioprotector; 

 (ii) entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1,0 mg/ml de 

quelante; 15 

 (iii) entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10 mg/ml de 

antioxidante; 

 (iv) entre aproximadamente 0,02-2,0 mg/ml de tensioactivo. 

 En algunos aspectos, las formulaciones de la invención comprenden dos 
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o más de (i) a (iv). En algunos aspectos, las formulaciones de la invención 

comprenden tres o más de (i) o (iv). En algunos aspectos, las formulaciones de 

la invención comprenden (i), (ii), (iii) y (iv). 

 En algunos aspectos, la invención proporciona una formulación liofilizada 

que comprende: 5 

 (i) entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 200 mg/ml de 

conjugado de FGF21 

 (ii) una concentración entre aproximadamente 1 y 150 mM de ácido 

láctico con pH entre aproximadamente 4 y aproximadamente 5,5; y 

 (iii) entre aproximadamente 10 aproximadamente 150 mg/ml de 10 

crioprotector; 

 (iv) entre aproximadamente 0,02-2,0 mg/ml de tensioactivo. 

 En algunos aspectos, la formulación liofilizada puede comprender 

adicionalmente entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1,0 mg/ml 

de quelante. El quelante puede ser EDTA o DTPA, y puede estar presente en 15 

una cantidad de entre aproximadamente 0,02 y aproximadamente 0,5 mg/ml. El 

quelante puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 

mg/ml. 

 En algunos aspectos, la formulación liofilizada puede comprender 

adicionalmente entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10 mg/ml de 20 

antioxidante. En algunos aspectos, el antioxidante puede ser L-metionina. El 

antioxidante puede estar presente una cantidad de entre aproximadamente 

0,02 y aproximadamente 5 mg/ml. El antioxidante puede estar presente en una 

cantidad de entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 0,2 mg/ml. El 

antioxidante puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 0,1 25 
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mg/ml. 

 En algunos aspectos, el conjugado de FGF21 es un compuesto de la 

invención como se describe en el presente documento. En algunos aspectos, el 

conjugado de FGF21 es Ab-L1-FGF21∆H-H125C o Ab-L1-FGF21∆H-A129C. 

En algunos aspectos, el conjugado de FGF21 es la especie específica h38C2-5 

(SEC ID Nº: 10-L1)2. En algunos aspectos, el conjugado de FGF21 está 

presente en una cantidad de entre aproximadamente 5 mg/ml y 

aproximadamente 200 mg/ml. En algunos aspectos, el conjugado de FGF21 

está presente en una cantidad de entre aproximadamente 5 mg/ml y 

aproximadamente 100 mg/ml. El conjugado de FGF21 está presente en una 10 

cantidad de entre aproximadamente 5 mg/ml y aproximadamente 50 mg/ml. El 

conjugado de FGF21 está presente en una cantidad de aproximadamente 10 

mg/ml.  

 En algunos aspectos, el ácido láctico está presente en una cantidad de 

entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 mM. En algunos aspectos, 15 

el ácido láctico está presente en una cantidad de entre aproximadamente 10 

mM y aproximadamente 50 mM. En algunos aspectos, el ácido láctico está 

presente en una cantidad de aproximadamente 30 mM. El pH puede estar entre 

aproximadamente 4,3 y aproximadamente 5,3. El pH puede ser 

aproximadamente de 4,8 ± 0,5. El pH puede ser aproximadamente 4,8. 20 

 En algunos aspectos, el crioprotector se selecciona del grupo que 

consiste en dihidrato de trehalosa, sacarosa y manitol. El crioprotector puede 

ser dihidrato de trehalosa. El crioprotector puede estar presente en una 

cantidad de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 120 mg/ml. El 

crioprotector puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 90 25 
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mg/ml. 

 En algunos aspectos, el tensioactivo puede seleccionarse del grupo que 

consiste en polisorbato 80, polisorbato 20 y poloxámero. El tensioactivo puede 

ser polisorbato 20. En algunos aspectos, el tensioactivo está presente en una 

cantidad de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 1,0 mg/ml. En algunos 5 

aspectos, el tensioactivo está presente en una cantidad de aproximadamente 

0,1 a aproximadamente 0,5 mg/ml. En algunos aspectos, el tensioactivo está 

presente en una cantidad de aproximadamente 0,2 mg/ml. 

 En algunos aspectos, la invención comprende una formulación adecuada 

para liofilización que comprende lo siguiente: 10 

 (i) aproximadamente 10 mg/ml de h38C2-(FGF21∆H-A129C-L1)2; 

 (ii) una concentración de aproximadamente 30 mM de ácido láctico, pH 

4,8 ± 0,5; 

 (iii) aproximadamente 90 mg/ml de dihidrato de trehalosa; 

 (iv) aproximadamente 0,05 mg/ml de dihidrato de EDTA disódico; 15 

 (v) aproximadamente 0,1 mg/ml de L-metionina; y 

 (vi) aproximadamente 0,2 mg/ml de polisorbato 20. 

 Salvo que se indique otra cosa, cuando se usa la expresión “Ab-L1-

FGF21∆H-A129C” en el contexto de los ejemplos específicos, se refiere al 

anticuerpo h38C2 (SEC ID Nº: 25 y 26), estando cada brazo del anticuerpo 20 

unido covalentemente mediante K99 de la SEC ID Nº: 26 al engarce-1(L1) y 

estando conjugada cada molécula de L1 covalentemente con el grupo tiol de la 

Cys129 en la SEC ID Nº: 10 (de acuerdo con la numeración de la SEC ID Nº: 1). 

El compuesto también puede describirse como Ab-(FGF21∆H-A129C-L1)2, 

h38C2-(FGF21∆H-A129C-L1)2 y h38C2-(SEC ID Nº: 10-L1)2. Será evidente 25 
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que son posibles modificaciones minoritarias de la secuencia del anticuerpo, el 

engarce específico y la molécula de FGF21. 

 Por lo tanto, la invención se ha descrito e ilustrado ampliamente con 

referencia a realizaciones representativas descritas anteriormente. Los 

expertos en la materia reconocerán que pueden realizarse diversas 5 

modificaciones en la presente invención sin alejarse del espíritu y alcance de la 

misma. Todas las publicaciones, solicitudes de patente y patentes expedidas 

se incorporan en el presente documento por referencia en el mismo grado que 

si se indicara específica e individualmente que se incorpora por referencia en 

su totalidad cada publicación, solicitud de patente o patente publicada 10 

individual. Las definiciones contenidas en los textos incorporados por referencia 

se excluyen en la medida en que pueden contradecir las definiciones en esta 

descripción. 

 Se aprecia que algunas características de la invención, que, por claridad, 

se describen en el contexto de realizaciones separadas, también pueden 15 

proporcionarse en combinación en una sola realización. A la inversa, diversas 

características de la invención que, por brevedad, se describen en el contexto 

de una sola realización, también pueden proporcionarse por separado o en 

cualquier sub-combinación adecuada. 

 Se contempla específicamente que cualquier limitación analizada con 20 

respecto a una realización de la invención puede aplicarse a cualquier otra 

realización de la invención. Adicionalmente, cualquier composición de la 

invención puede usarse en cualquier procedimiento de la invención y cualquier 

procedimiento de la invención puede usarse para producir o utilizar cualquier 

composición de la invención. En particular, cualquier aspecto de la invención 25 
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descrito en las reivindicaciones, en solitario o en combinación con una o más 

reivindicaciones y/o aspectos adicionales de la descripción, debe considerarse 

combinable con otros aspectos de la invención expuestos en cualquier parte de 

las reivindicaciones y/o descripción. 

 El uso de la expresión “o” en las reivindicaciones se usa para dar a 5 

entender “y/o” a menos que se indique explícitamente que se refiere 

únicamente a alternativas o las alternativas sean mutuamente excluyentes, 

aunque la descripción respalde una definición que se refiera solamente a 

alternativas e “y/o”. 

 Como se usa en el presente documento, la especificación “un” o “una” 10 

puede significar uno (una) o más, salvo que se indique claramente otra cosa. 

Como se usa en el presente documento en la reivindicación (reivindicaciones), 

cuando se usan junto con la palabra “que comprende”, las palabras “un” o “una” 

pueden significar uno (una) o más de uno (una). Como se usa en el presente 

documento, “otro” puede significar al menos un segundo o más. 15 

 Las palabras “comprende/que comprende” y las palabras “que tiene/que 

incluye”, cuando se usan en el presente documento con referencia a la 

presente invención, se usan para especificar la presencia de características, 

números enteros, etapas o componentes indicados, pero no excluye la 

presencia o adición de una o más características, números enteros, etapas, 20 

componentes o grupos de los mismos adicionales. 
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ID Tampón pH Azúcar Tensioactivo 
EDTA 

mg/ml 

L-Met 

mg/ml 

% de 

EAPM al 

inicio 

(líquida) 

% de EAPM 

después de 

2 semanas a 

25° C 

(líquida) 

% de EAPM 

después de 9 

semanas a 25° 

C (Liofilizada) 

% de EAPM 

después de 4 

semanas 40° C 

(Liofilizada) 

% de 

Especies 

ácidas  al 

inicio 

(Líquida) 

% Especies 

ácidas después 

de 4 semanas a 

40° C 

(Liofilizada) 

A 

Acetato  30 

mM  4,5 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

0,5 mg/ml 

PS20 0,05 0,1 

5,2 7,2 3,7 4,7 31,1 34,3 

B 

Succinato 

20 mM  4,5 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

0,5 mg/ml 

PS20 0,05 0,1 

5,9 25,2 4,0 4,9 31,8 40,2 

C 

Lactato  30 

mM  4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

0,5 mg/ml 

PS20 0,05 0,1 

5,2 7,8 3,7 4,7 31,8 32,0 

D 

Malato  30 

mM  4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

0,5 mg/ml 

PS20 0,05 0,1 

7,6 16,8 4,4 5,6 32,3 34,7 

E 

Malato  30 

mM 4,8 

dihidrato de 

trehalosa 45 

mg/ml  

0,25 mg/ml 

PS20 0,025 0,05 

7,8 15,7 4,9 7,4 32,1 34,0 

F 

Succinato 

20 mM 4,8 

dihidrato de 

trehalosa 45 

mg/ml  

0,25 mg/ml 

PS20 0,025 0,05 

6,6 23,5 4,3 5,7 31,3 38,2 

G 

Malato  30 

mM NaCl 

50 mM  4,8 

dihidrato de 

trehalosa 60 

mg/ml  

PS20 0,25 

mg/ml  0,05 0,1 

9,7 16,7 5,0 6,9 31,9 33,1 
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ID Tampón pH Azúcar Tensioactivo 
EDTA 

mg/ml 

L-Met 

mg/ml 

% de 

EAPM al 

inicio 

(líquida) 

% de EAPM 

después de 

2 semanas a 

25° C 

(líquida) 

% de EAPM 

después de 9 

semanas a 25° 

C (Liofilizada) 

% de EAPM 

después de 4 

semanas 40° C 

(Liofilizada) 

% de 

Especies 

ácidas  al 

inicio 

(Líquida) 

% Especies 

ácidas después 

de 4 semanas a 

40° C 

(Liofilizada) 

H 

Malato  30 

mM 4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

Poloxámero 

188        0,4 

mg/ml  0,05 0,1 

7,9 17,8 4,7 5,8 31,5 34,4 

I 

Malato  30 

mM KCl 50 

mM  4,8 

dihidrato de 

trehalosa 60 

mg/m, 

manitol 20 

mg/ml 

PS20 0,25 

mg/ml  0,025 0,05 

9,5 15,6 5,1 6,7 32,9 34,5 

J 

20 

mg/ml 

Acetato  30 

mM 4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

PS20 0,5 

mg/ml  0,05 0,1 

6,7 13,1 4,5 4,8 32,4 32,8 

K 

20 

mg/ml 

Succinato 

20 mM 4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

PS20  0,5 

mg/ml  0,05 0,1 

8,1 16,7 5,0 5,8 32,0 35,9 

L 

Acetato  30 

mM 5 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  PS200,5 mg/ml  0,05 0,1 

6,4 7,8 4,5 4,8 32,2 31,9 

M 

Succinato 

20 mM 5 

dihidrato de 

trehalosa 90 

mg/ml  

PS20 0,5 

mg/ml  0,05 0,1 

7,1 19,2 4,6 4,9 31,4 36,2 

Tabla 23 Formulaciones Liofilizadas y Líquidas de Ab-L1-FGF21∆H-A129C 
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ID 

Concentración 

de proteína 

mg/ml 

Tampón pH Excipientes 
Liq/ 

Lio 

% de 

EBPM 

al 

inicio 

% de EBPM 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

% de EBPM 

después de 

8 semanas 

a 25° C 

% de EBPM 

después de 

4 semanas 

a 40° C 

% de 

Especies 

ácidas al 

inicio 

% de 

Especies 

ácidas 

después de 

4 sem. a 40° 

C 

% de 

Frag. 

al 

inicio 

% de Frag 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

A 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/ml 

L-Metionina, 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/ml 

Lio 5,5 5,4 5,5 5,2 38,1 40,4 2,1 2,0 

B 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/ml 

L-Metionina, 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/ml 

Liq 5,5 14,1 8,7 - 38,2 - 1,7 1,4 

C 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

5,1 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/ml 

L-Metionina, 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/ml 

Lio 5,8 5,6 5,9 5,1 38,5 40,4 1,7 2,2 
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ID 

Concentración 

de proteína 

mg/ml 

Tampón pH Excipientes 
Liq/ 

Lio 

% de 

EBPM 

al 

inicio 

% de EBPM 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

% de EBPM 

después de 

8 semanas 

a 25° C 

% de EBPM 

después de 

4 semanas 

a 40° C 

% de 

Especies 

ácidas al 

inicio 

% de 

Especies 

ácidas 

después de 

4 sem. a 40° 

C 

% de 

Frag. 

al 

inicio 

% de Frag 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

D 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

5,1 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/ml 

L-Metionina, 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/ml 

Liq 5,8 16 9,3 - 39,1 - 1,7 1,3 

E 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,5 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/m, 

L-Metionina 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/m 

Lio 5,5 5,4 5,3 5,1 38,9 40,3 2,0 0,8d 

F 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,5 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

EDTA 0,05 mg/m, 

L-Metionina 0,1 

mg/ml, PS20 0,5 

mg/m 

Liq 5,5 13,5 8,7 - 39,1 - 1,7 12,4 
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ID 

Concentración 

de proteína 

mg/ml 

Tampón pH Excipientes 
Liq/ 

Lio 

% de 

EBPM 

al 

inicio 

% de EBPM 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

% de EBPM 

después de 

8 semanas 

a 25° C 

% de EBPM 

después de 

4 semanas 

a 40° C 

% de 

Especies 

ácidas al 

inicio 

% de 

Especies 

ácidas 

después de 

4 sem. a 40° 

C 

% de 

Frag. 

al 

inicio 

% de Frag 

después de 

2 semanas 

a 40° C 

G 10 

Ácido 

Láctico 

15 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 45 mg/ml, 

PS20 0,5 mg/ml  

Lio 5,4 5,5 5,3 6,4 38,6 40 1,7 2,2 

H 20 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

PS20 0,5 mg/ml 

Liq 5,8 5,5 5,6 5,4 38,5 39,5 2,0 2,0 

J 40 

Ácido 

Láctico 

30 mM  

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

PS20 0,5 mg/ml  

Lio 7,3 6,4 5,7 6,2 40,4 39,3 1,7 2,2 

K 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

PS20 0,5 mg/ml  

Lio 5,4 5,2 5,2 5,1 40,2 40,3 2,0 2,1 

L 10 

Ácido 

Láctico 

30 mM 

4,8 

dihidrato de 

trehalosa 90 mg/ml, 

PS20 0,5 mg/ml  

Liq 5,4 13,5 nc - 39,7 - 1,7 10,9 

Tabla 24 Formulaciones liofilizadas y líquidas de Ab-L1-FGF21∆H-A129C (Liq=Líquida, Lio= liofilizada). 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una composición que comprende una molécula de FGF21 unida 

covalentemente al sitio de combinación de un anticuerpo o parte de unión a 

antígeno del mismo mediante un engarce. 5 

2. Una composición como se reivindica en la reivindicación 1, en la que el 

engarce está unido covalentemente a la molécula de FGF21 mediante la 

cadena lateral de un resto de unión a la posición de aminoácido 79,125 ó 129 

de acuerdo con la numeración de la SEC ID Nº: 1. 

3. Una composición como se reivindica en la reivindicación 2, en la que resto 10 

129 es cisteína y el engarce está unido covalentemente al grupo tiol de cisteína 

129. 

4. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 

la que el engarce comprende la fórmula X-Y-Z; en la que X es una cadena de 

conexión biológicamente compatible que incluye cualquier átomo seleccionado 15 

del grupo de consiste en C, H, N, O, P, S, F, Cl, Br e I y puede comprender un 

polímero o copolímero de bloque y está unido covalentemente al resto de unión 

en la que el engarce es lineal, Y es un grupo de reconocimiento opcionalmente 

presente que comprende al menos una estructura en anillo; y Z es un resto de 

unión que comprende una unión covalente a una cadena lateral de 20 

aminoácidos en el sitio de combinación del anticuerpo. 

5. Una composición como se reivindica la reivindicación 4, en la que Y 

tiene la estructura opcionalmente sustituida: 

b
a

e
d

c

  o 

a

d

c
f
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en la que a, b, c, d y e son independientemente carbono o nitrógeno; f es 

carbono, nitrógeno, oxígeno o azufre. 

6. Una composición como se reivindica en la reivindicación 5, en la que Y es 

fenilo. 

7. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 5 

reivindicaciones 4-6, en la que Z tiene la fórmula: 

 

cuando se une covalentemente al anticuerpo, y q = 1 ó 2. 

8. Una composición como se reivindica en la reivindicación 7, en la que q = 2. 

9. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 10 

revindicaciones 4-8, en la que X es un grupo que comprende tres 

componentes; Xp-Xs-Xy, en la que Xp es un grupo específicamente adaptado 

para ser combinable con la cadena lateral del resto de unión de la proteína 

FGF21, Xs es una región espaciadora del grupo X e Xy es un grupo adaptado 

para unirse al grupo Y. 15 

10. Una composición como se reivindica en la reivindicación 9, en la que Xy se 

seleccionan de un enlace amida, un enlace enamina o un enlace guanidinio. 

11. Una composición como se reivindica en la reivindicación 10, en la que Xy 

tiene la fórmula: 

 20 

12. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 

reivindicaciones 4-11, en la que Xp comprende la fórmula: 
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O
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13. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 

reivindicaciones 4-12, en la Xs se selecciona del grupo que consiste en 

 

5 

y  

en la que n= 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ó 10 y m está presente o ausente. 

14. Una composición como se reivindica en la reivindicación 13, en la que Xs 

comprende la fórmula: 

 10 

15. Una composición como se reivindica en la reivindicación 14, que 

comprende la fórmula: 

 

en la que el anticuerpo es un enlace covalente con el sitio de combinación de 

un anticuerpo, S-FGF21 es el engarce covalente con una cadena lateral 15 

portadora de tiol del resto de unión, n = 1 ó 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ó 10; y m está 



158 

presente o ausente. 

16. Una composición como se reivindica en la reivindicación 13 ó 14, que 

comprende la fórmula: 

 

en la que el anticuerpo está unido covalentemente a su sitio de combinación, S-5 

FGF21 es un enlace covalente con una cadena lateral portadora de tiol del 

resto de unión, n = 1 ó 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ó 10. 

17. Una composición como se reivindica en la reivindicación 15 ó 16, en la que 

n = 1, 2, 3 ó 4. 

18. Una composición como se reivindica en la reivindicación 17, que 10 

comprende la fórmula: 

 

en la que el anticuerpo está unido al sitio de combinación del anticuerpo y S-

FGF21 está unido a una cadena lateral portadora de tiol del resto de unión. 

19. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 15 

la que el engarce está conjugado covalentemente con el grupo ε-amino de 

lisina 93 de la cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con la numeración de 

Kabat. 

20. Un compuesto como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en el 

que el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, 20 

dsFv, scFv, VH, VL, diacuerpo, minicuerpo que comprende los dominios VH y VL 
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de h38c2 o m38C2 o anticuerpo de longitud completa que comprende los 

dominios VH y VL de h38c2 o m38C2 y un dominio constante seleccionado del 

grupo que consiste en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 y puede ser h38C2 IgG1. 

21. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 

la que el anticuerpo es un anticuerpo aldolasa. 5 

22. Una composición como se reivindica en la reivindicación 21, en la que el 

anticuerpo aldolasa comprende una región VL que comprende la SEC ID Nº: 

27. 

23. Una composición como se reivindica en la reivindicación 22, en la que el 

anticuerpo aldolasa comprende una región VH que comprende la SEC ID Nº: 10 

28. 

24. Una composición como se reivindica en la reivindicación 23, en la que el 

anticuerpo aldolasa comprende una cadena ligera que comprende la SEC ID 

Nº: 25. 

25. Una composición como se reivindica en la reivindicación 24, en la que el 15 

anticuerpo aldolasa comprende una cadena pesada que comprende la SEC ID 

Nº: 26. 

26. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 

la que la molécula de FGF21 comprende una secuencia seleccionada del grupo 

que consiste en SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 4, SEC ID Nº: 5, SEC ID Nº: 6, SEC 20 

ID Nº: 7, SEC ID Nº: 8, SEC ID Nº: 9, SEC ID Nº: 10, SEC ID Nº: 11, SEC ID 

Nº: 12, SEC ID Nº: 13, SEC ID Nº: 14, SEC ID Nº: 15 y SEC ID Nº: 16. 

27. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 

la que la molécula de FGF21 comprende la secuencia de la SEC ID Nº: 3. 

28. Una composición como se reivindica en cualquier reivindicación anterior, en 25 
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la que la molécula de FGF21 comprende la secuencia de la SEC ID Nº: 10. 

29. Una composición como se reivindica en la reivindicación 28, que 

comprende la fórmula: 

 

en la que el anticuerpo es el sitio de combinación de h38C2 y comprende la 5 

SEC ID Nº: 25 y la SEC ID Nº: 26 y S-FGF21 es la cadena lateral portadora de 

tiol de Cys129 de la SEC ID Nº: 10. 

30. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 

reivindicaciones 1-27, que comprende la fórmula: 

 10 

en la que el anticuerpo es el sitio de combinación de h38C2 y comprende la 

SEC ID Nº: 25 y la SEC ID Nº: 26 y S-FGF21 es la cadena lateral portadora de 

tiol de Cys125 de la SEC ID Nº: 7. 

31. Una composición como se reivindica en una cualquiera de las 

reivindicaciones 1-27, que comprende la fórmula: 15 

 

en la que el anticuerpo es el sitio de combinación de h38C2 y comprende la 

SEC ID Nº: 25 y la SEC ID Nº: 26 y S-FGF21 es la cadena lateral portadora de 

tiol de Cys79 de la SEC ID Nº: 12. 
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32. Una composición que comprende una molécula de FGF21 conectada 

covalentemente a un resto que aumenta la semivida a un resto de unión 

localizado en el número de resto 79, 125 ó 129 de acuerdo con la numeración 

de la SEC ID Nº: 1. 

33. Una composición seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 3, 5 

SEC ID Nº: 4, SEC ID Nº: 5, SEC ID Nº: 6, SEC ID Nº: 7, SEC ID Nº: 8, SEC ID 

Nº: 9, SEC ID Nº: 10, SEC ID Nº: 11, SEC ID Nº: 12 y SEC ID Nº: 13. 

34. Una composición de comprende una molécula de FGF21 unida 

covalentemente al sitio de combinación de un anticuerpo mediante un engarce, 

en la que el engarce está unido covalentemente a la cadena lateral de un resto 10 

de unión dentro de FGF21 formando un complejo conjugado proteína-

anticuerpo, de manera que el complejo conjugado proteína-anticuerpo tiene al 

menos una de las siguientes características: 

(a) una semivida SC de al menos aproximadamente 30 h en modelos murinos, 

(b) una fuerza de menos de aproximadamente 4 nM en un ensayo Glut1 15 

Taqman y caracterizado por que el complejo conjugado proteína-anticuerpo 

tiene la fórmula: 

 

en la que el anticuerpo es el sitio de combinación de h38C2 y comprende la 

SEC ID Nº: 25 y la SEC ID Nº: 26 y S-FGF21 es la cadena lateral portadora de 20 

tiol de Cys 125 de la SEC ID Nº: 7 o Cys129 de la SEC ID Nº: 10. 

35. Una composición de comprende una molécula de FGF21 unida 

covalentemente al sitio de combinación de un anticuerpo mediante un engarce, 
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en la que el engarce está unido covalentemente a la cadena lateral de un resto 

de unión dentro de FGF21 que forma un complejo conjugado proteína-

anticuerpo, de manera que el complejo conjugado proteína-anticuerpo tiene al 

menos una de las siguientes características: 

(a) una T1/2 en plasma después de inyección SC de al menos 5 

aproximadamente 33 h en modelos murinos, 

(b) una T1/2 en plasma después de inyección SC de al menos 

aproximadamente 35 h en modelos de rata, 

(c) una T1/2 en plasma después de inyección SC de al menos aproximadamente 

45 h en modelos de primates, 10 

(d) una fuerza de menos de aproximadamente 3 nM en un ensayo Glut1 

Taqman y caracterizado por que el complejo conjugado proteína-anticuerpo 

tiene la siguiente fórmula: 

 

en la que el anticuerpo es el sitio de combinación de h38C2 y comprende la 15 

SEC ID Nº: 25 y la SEC ID Nº: 26 y S-FGF21 es la cadena lateral portadora de 

tiol de Cys129 de la SEC ID Nº: 10. 

36. Una composición farmacéutica que comprende una cantidad 

terapéuticamente eficaz de un compuesto como se reivindica en cualquier 

reivindicación anterior en combinación con un vehículo farmacéuticamente 20 

aceptable. 

37. Un procedimiento para el tratamiento de diabetes, afecciones relacionadas 

con diabetes, obesidad, dislipidemia, hipertensión, hepatosteatosis o 
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enfermedades cardiovasculares; o para controlar o reducir niveles de peso; o 

controlar el control glucémico; o aumentar la secreción de insulina, niveles de 

HDL o niveles de ácidos grasos libres no esterificados o adipsina; o reducir 

niveles de glucosa en sangre, glucagón, triglicéridos, fructosamina, colesterol 

de baja densidad o proteína C reactiva; que comprende administrar a un sujeto 5 

una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto, como se reivindica en 

una cualquiera de las reivindicaciones 1-35 o una composición farmacéutica 

como se reivindica en la reivindicación 36. 

38. El uso de una composición como se reivindica en una cualquiera de las 

reivindicaciones 1-35 o una composición farmacéutica como se reivindica en la 10 

reivindicación 36 en la preparación de un medicamento para el tratamiento de 

afecciones relacionadas con diabetes, obesidad, dislipidemia, hipertensión, 

hepatosteatosis o enfermedades cardiovasculares; o para controlar o reducir 

niveles de peso; o controlar el control glucémico; o aumentar la secreción de 

insulina, niveles de HDL o niveles de ácidos grasos libres no esterificados; o 15 

reducir niveles de glucosa en sangre, glucagón, triglicéridos, fructosamina, 

colesterol de baja densidad o proteína C reactiva. 
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RESUMEN DE LA DESCRIPCIÓN 

 La presente invención proporciona una molécula de FGF21 unida 

covalentemente al sitio de combinación de un anticuerpo mediante un engarce, 

en la que el engarce está unido covalentemente a la cadena lateral de un resto 

de unión dentro de FGF21. Se proporcionan diversos usos de los compuestos, 5 

incluyendo procedimientos para prevenir o tratar la diabetes o afecciones 

relacionadas con la diabetes. 
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Figure 2A

Figure 2B

Figure 2C 
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Figure 3A
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Figure 4A
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Figure 4B
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Figure 5A
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Figure 6A
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Figure 6B
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Figure 6E
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Figure 6H
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Figure 7A
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Figure 7C
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Figure 7F
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Figure 7i
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Figure 8A
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Figure 8C
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Figure 9B

Figure 9C
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Figure 9D

Figure 9E
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Figure 9F

Figure 9G

ΔAUC glucose

0.0

1000.0

2000.0

3000.0

4000.0

5000.0

6000.0

7000.0

8000.0

9000.0

10000.0

Δ
A

U
C BL

4 week TX

washout

ΔAUC Insulin

0.0

1000.0

2000.0

3000.0

4000.0

5000.0

6000.0

7000.0

vehicle PF-
05231023
0.15 mg/kg

PF-
05231023
1.5 mg/kg

FGF21
control
protein

Δ
A

U
C

 

BL

4 week TX

washout

          Vehicle                                    Ab-L1-FGF21ΔH-A129C                                 FGF21ΔH
             0.15mg/kg                    1.5mg/kg                          0.3mg/kg

                 Vehicle                      Ab-L1-FGF21ΔH-A129C                   FGF21ΔH
        0.15mg/kg 1.5mg/kg             0.3mg/kg



20/24

Figure 9H

Figure 9i
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Figure 9J

Figure 9K
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Figure 9L

Figure 9M
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Figure 9N

Figure 9o
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Figure 9P
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PC71671A Seq Listing
                         SEQUENCE LISTING

<110>  CovX Technologies Ireland Limited
       Pfizer Inc
 
<120>  Anti-Diabetic Compounds

<130>  PC71671

<150>  US61/410,715
<151>  2010-11-05

<160>  33    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = L or P

<400>  1

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro 
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PC71671A Seq Listing
        115                 120                 125             

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

Ala Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  2
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  2

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  3
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (79)..(79)
<223>  X = D or C

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (125)..(125)
<223>  X = H or C

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (129)..(129)
<223>  X = A or C

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = P or L

<400>  3

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln 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 Xaa Gly 
65                  70                  75                  80  
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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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

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

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

Ala Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  4
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (125)..(125)
<223>  X = C or H

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (129)..(129)
<223>  X = A or C

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = L or P

<400>  4

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala His 
            20                  25                  30          
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Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser 
        35                  40                  45              

Pro Glu Ser Leu Leu Gln 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

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

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

Ala Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  5
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = L or P

<400>  5

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      
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Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro Cys 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 Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  6
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  6

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              
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Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  7
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  7

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  
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Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu 
                85                  90                  95      

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  8
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  misc_feature
<222>  (146)..(146)
<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  8

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln 
    50                  55                  60                  
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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 Gln 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             

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

Ala Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  9
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  9

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu 
                85                  90                  95      
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Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  10
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  10

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro Cys 
        115                 120                 125             
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Pro Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala 
    130                 135                 140                 

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  11
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = P or L

<400>  11

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln 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 Cys 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

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

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

Ala Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  12
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  12

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Cys Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  13
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  13

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Cys Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
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            180 

<210>  14
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  14

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  15
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  15

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Cys Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

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

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  16
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  16

Cys Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala His 
            20                  25                  30          
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Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser 
        35                  40                  45              

Pro Glu Ser Leu Leu Gln 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 Gln 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  17
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (1)..(1)
<223>  X = H or Absent

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (56)..(56)
<223>  X = K or R

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (59)..(59)
<223>  X = K or R
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<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (122)..(122)
<223>  X = K or R

<220>
<221>  MISC_FEATURE
<222>  (146)..(146)
<223>  X = L or P

<400>  17

Xaa Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln Leu Xaa Ala Leu Xaa Pro Gly Val Ile Gln 
    50                  55                  60                  

Ile Leu Gly Val Arg 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Xaa 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 Xaa 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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  18
<211>  180
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  18

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Arg Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  19
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  19

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      
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Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala His Leu 
            20                  25                  30          

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

Glu Ser Leu Leu Gln Leu Arg Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Arg Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  20
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  20

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              
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Glu Ser Leu Leu Gln Leu Arg Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  21
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  21

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

Glu Ser Leu Leu Gln Leu Arg Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Arg Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  
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Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu 
                85                  90                  95      

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  22
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  22

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

Glu Ser Leu Leu Gln Leu Arg Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Arg Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         
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Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Arg Ser Pro His Arg Asp Pro Ala 
        115                 120                 125             

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     

Ser Tyr Ala Ser 
            180 

<210>  23
<211>  181
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  23

Lys Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val 
1               5                   10                  15      

Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln 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 Gln Leu Arg Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln 
    50                  55                  60                  

Ile Leu Gly Val Arg 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 Gln Ser Glu Ala His 
            100                 105                 110         

Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Arg 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                 
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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 Gln Gly Arg Ser 
                165                 170                 175     

Pro Ser Tyr Ala Ser 
            180     

<210>  24
<211>  180
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  24

Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg 
1               5                   10                  15      

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

Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro 
        35                  40                  45              

Glu Ser Leu Leu Gln Leu Arg Ala Leu Arg Pro Gly Val Ile Gln Ile 
    50                  55                  60                  

Leu Gly Val Arg Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala 
65                  70                  75                  80  

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

Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly 
            100                 105                 110         

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

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

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

Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro 
                165                 170                 175     
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Ser Tyr Ala Lys 
            180 

<210>  25
<211>  219
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  25

Glu Leu Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Thr 
            20                  25                  30          

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 
        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
    50                  55                  60                  

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile 
65                  70                  75                  80  

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Ser Gln Gly 
                85                  90                  95      

Thr His Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 
        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 
    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 
145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 
                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 
            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 
        195                 200                 205             
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Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
    210                 215                 

<210>  26
<211>  448
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  26

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 
1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 
            20                  25                  30          

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val 
        35                  40                  45              

Ser Glu Ile Arg Leu Arg Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu 
    50                  55                  60                  

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr 
65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr 
                85                  90                  95      

Tyr Cys Lys Thr Tyr Phe Tyr Ser Phe Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro 
        115                 120                 125             

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly 
    130                 135                 140                 

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn 
145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln 
                165                 170                 175     

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser 
            180                 185                 190         

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser 
        195                 200                 205             
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Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr 
    210                 215                 220                 

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser 
225                 230                 235                 240 

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg 
                245                 250                 255     

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro 
            260                 265                 270         

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala 
        275                 280                 285             

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val 
    290                 295                 300                 

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr 
305                 310                 315                 320 

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr 
                325                 330                 335     

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu 
            340                 345                 350         

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys 
        355                 360                 365             

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser 
    370                 375                 380                 

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp 
385                 390                 395                 400 

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser 
                405                 410                 415     

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala 
            420                 425                 430         

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
        435                 440                 445             

<210>  27
<211>  112
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  27

Glu Leu Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Thr 
            20                  25                  30          

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 
        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
    50                  55                  60                  

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile 
65                  70                  75                  80  

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Ser Gln Gly 
                85                  90                  95      

Thr His Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
            100                 105                 110         

<210>  28
<211>  118
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  28

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 
1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 
            20                  25                  30          

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val 
        35                  40                  45              

Ser Glu Ile Arg Leu Arg Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu 
    50                  55                  60                  

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr 
65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr 
                85                  90                  95      
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Tyr Cys Lys Thr Tyr Phe Tyr Ser Phe Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115             

<210>  29
<211>  112
<212>  PRT
<213>  Mus musculus

<400>  29

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Arg Leu Gly 
1               5                   10                  15      

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Thr 
            20                  25                  30          

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 
        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile 
65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Gly 
                85                  90                  95      

Thr His Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 
            100                 105                 110         

<210>  30
<211>  118
<212>  PRT
<213>  Mus musculus

<400>  30

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 
1               5                   10                  15      

Thr Met Lys Leu Ser Cys Glu Ile Ser Gly Leu Thr Phe Arg Asn Tyr 
            20                  25                  30          

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val 
        35                  40                  45              

Ala Glu Ile Arg Leu Arg Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu 
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    50                  55                  60                  

Ser Val Lys Gly Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg 
65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Gly Ile Tyr 
                85                  90                  95      

Tyr Cys Lys Tyr Tyr Phe Tyr Ser Phe Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ala 
        115             

<210>  31
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Amino Acid Linker

<400>  31

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1               5                   10                  15  

<210>  32
<211>  28
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  32

Met Asn Ser Asn Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser 
1               5                   10                  15      

Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala 
            20                  25              

<210>  33
<211>  209
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  33

Met Asn Ser Asn Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser 
1               5                   10                  15      

Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala His Pro Ile Pro 
            20                  25                  30          
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Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr 
        35                  40                  45              

Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg 
    50                  55                  60                  

Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu Ser Leu 
65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu Gly Val 
                85                  90                  95      

Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly 
            100                 105                 110         

Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu 
        115                 120                 125             

Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu 
    130                 135                 140                 

His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Pro Arg Gly 
145                 150                 155                 160 

Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Pro Pro Glu 
                165                 170                 175     

Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser Ser Asp 
            180                 185                 190         

Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Ala 
        195                 200                 205             

Ser 
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INTERNATIONAL S E A R C H I N G AUTHORITY PCT/IB2011^54874 

Box No. I Basis of the opinion 

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of: 

H the internationai application in the language in which it was filed 

• a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the 
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)). 

2. • This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistal<:e authorized 
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.l (a)) 

3. With regard to any nucleotide and/br amino acid sequence disclosed in the international application, this 
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished: 

a. (means) 

• on paper 

H in electronic form 

b. (time) 

E in the international application as filed 

• together with the international application in electronic form 

• subsequently to this Authority for the purposes of search 

4. • In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, 
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the 
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished. 

5. Additional comments: 

Box No. II Priority 

1. H The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority 
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where 
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the 
assumption that the relevant date (Rules 43£>/s.1 and 64.1) is the claimed priority date. 

2. • This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim 
has been found invalid (Rules 43t)/s.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international 
filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
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Box No. Ill Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial 
applicability 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non 
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of 

• the entire international application 

El claims Nos. 32. 33, 36-38(all partially) 

because: 

• the said international application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does 
not require an international search (specify): 

• the description, claims or drawings (indicate particular elements betow) or said claims Nos. are so unclear 
that no meaningful opinion could be formed (specify): 

• the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion 
could be formed (specify): 

El no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos. 32. 33, 
36-38(all partially) 

• a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the 
prescribed time limit: 

• furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex 0 of the 
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching 
Authority in a form and manner acceptable to it. 

• furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex 0 
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching 
Authority in a form and manner acceptable to it. 

• pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an 
invitation under Rules 13fer.1(a) or (b). 

M See Supplemental Box for further details 
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Box No. IV Lack of unity of invention 

I . S In response to the invitation (Form PCTl\SA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the 
applicable time limit: 

• paid additional fees 

13 paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee 

• paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid 

• not paid additional fees 

2. • This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite 
the applicant to pay additional fees. 

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is 

• complied with 

H not complied with for the following reasons: 

see separate sheet 

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application: 

• all parts. 

El the parts relating to claims Nos. 1-31, 34, 35(completelv): 32. 33, 36-381partially) 

Box No. V Reasoned statement under Rule 43b/s.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or 
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 

Industrial applicability (lA) 

Yes: Claims 1-31, 34, 35(comDletelv); 33(partiallv) 
No: Claims 32, 36-38(all partially) 

Yes: Claims 33(partiallv) 
No: Claims 1-31,34, 35(comDletelv): 32, 36-38(Dartiallv) 

Yes: 
No: 

Claims 
Claims 

1-31. 34, 35(comDletelyl: 32. 33. 36-38fpartially) Yes: 
No: 

Claims 
Claims 

2. Citations and explanations 

see separate sheet 
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Box No. VI Certain documents cited 

1. Certain published documents (Rules 43t»/s.1 and 70.10) 

and / or 

2. Non-written disclosures (Rules 43i)/s.1 and 70.9) 

see form 210 

Box No. VIII Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the 
claims are fully supported by the description, are made: 

see separate sheet 
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Cited documents 

The document numbering corresponds to the order of citation in the International 
search report. 

Itgm III 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and 
industrial applicability 

According to Rule 66.1 (e) PCT, claims relating to inventions in respect of which no 
international search report has been established need not be the subject of 
international preliminary examination. As the subject-matter of inventions 2, 3, 5-9 and 
13-15 has not been searched (see BOX I of the International Search Report), no 
preliminary examination has been carried out for these claims. 

Re Item IV 

Lack of unity of invention 

1 The application lacks unity as contravening the requirements of Rule 13 PCT. 
Rule 13.1 PCT states that for unity of invention to be present, all subject-
matter should be linked by a single general inventive concept. Rule 13.2 PCT 
stipulates that where a group of inventions is claimed the requirement of unity 
shall be fulfilled only where there is a technical relationship among those 
inventions involving one or more of the same or corresponding special 
technical features. "Special" technical features are those features that define a 
contribution which each of the inventions makes over the prior art. 

Fifteen different (groups of) potential inventions have been recognised (see 
list). 

The common concept (technical relationship) linking these Groups together 
and covering the whole of the claimed subject-matter, with due consideration 
paid to the content of the description section, is that all relate to FGF21 
molecules. This feature was known from the prior art (see section 4 below) 
and thus cannot define a contribution over the prior art. No "corresponding" 
special technical features could be identified either. 

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005) 
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Dl discloses a composition comprising a FGF21 molecule covalently 
attached to the Fc portion or (emphasis added) an immunoglobulin to provide 
a fusion protein with long circulating half-life (see page 1, last paragraph). Dl 
does not explicitly disclose that the FGF21 molecule is covalently attached to 
the combining site of an antibody. Several embodiments refer to the use of 
the Fc portion of an immunoglobulin fused to FGF21 via a linker (see page 2, 
Iines13-21, or see Table 5, on page 30). 

Dl also discloses a fusion protein of a FGF21 molecule and human albumin 
(or fragments thereof (see paragraph bridging pages 2 and 3 of Dl). 

D2 and D3 also disclose a FGF21-Fc fusion protein (see e.g. example 8 of D3 
or page 31 of D2). D2 further discloses fusion proteins of FGF21 mutants 
(designed to modulate stability and solubility) and Fc, (see e.g. example 20). 

D5 discloses several FGF21 mutants, as for example the D79C mutant (which 
is identical to SEQ ID NO: 13 of the present application (referred to in claim 33 
of the present application) which is PEGylated to increase the half life. The D 
at position 79 is modified to C to allow the PEGylation (see page 10, lines 
9-12, or claims 3 and 4 of D5). 

D6 also discloses FGF-21 mutants aimed to increase the half-life and also the 
PEGylation of said mutants (see e.g. claim 93). 

In the light of the above discussed prior art, said common concept cannot be 
regarded as the "single general inventive concept" required by Rule 13 PCT 
because it is not novel. 

In view of the prior art, there are different technical problems for the different 
inventions: 

- for the subject-matter of invention 1, the technical problem in view of Dl to 
D3 could be considered to provide alternative FGF21-antibody conjugates; 

- for the subject-matter of inventions 2-4, the technical problem in view of D5 
could be considered to provide alternative FGF21 mutants that allow 
conjugation at different FGF21 positions; 

- for the subject matter of inventions 5-15, the technical problem in view of D5 
could be considered to be the provision of a alternative FGF21 mutants. 

Form PGT/IS/V237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005) 
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From the analysis just discussed, it is apparent that there is lack of unity, 
since different technical problems have to be defined. Furthermore, among 
inventions 1-4 there is also lack of unity since no "special technical feature" or 
"single inventive concept" is linking said solutions. The only common feature 
among inventions 1-4 is the provision of FGF21 conjugates to increase half-
life, and said common concept is also known (see e.g. FGF21 fused to 
albumin of PEG, e.g. FGF21-PEG at position 79, see details in section 4 
above). 

It is noted that the common concept among inventions 4-15 (the provision of 
alternative FGF21 mutants) is also not novel: see e.g. the FGF21 mutant 
D79C of D5 (e.g. in claim 4) which is identical to SEQ ID NO: 13 of the 
present application (invention 15 of the present application). 

Since no other feature could be identified neither in the description nor in the 
claims that could be considered a "special" technical feature in the sense of 
Rule 13.2 PCT, each listed subject must be regarded as a separate group of 
inventions. 

Consequently, the different inventions lacking a common inventive concept 
are formulated as different subjects (the Applicant's attention is drawn to the 
fact that the use of the term "invention" here in no way implies recognition of 
an inventive step for the subject-matter of any group). 

8 A complete search could not be performed with relatively little effort: due to 
the lack of common technical features independent searches have to be 
carried out for each of the inventions. The search thus has been limited to the 
first-claimed invention and additional fees must be paid for each additional 
subject to be searched. 

g The applicant elected to pay four additional search fees for inventions 4 
and 10-12 to be searched. He paid these four fees under protest stating 
these four inventions refer to the technical feature of position 129 as a 
surprising advantageous position for conjugation to a half-life increasing 
moiety. 
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10 Said concept is not novel since mutants at position 129 for conjugation to a 
half-life increasing moiety were known for example from D5. D5 discloses 
muteins of FGF-21 which enhanced pharmaceutical stability and thus 
increased half-life comprising at least two substitutions to cysteine, one of 
them being alanine 129 (see e.g. page 8, lines 14 to 24). The incorporation of 
the 2 Cys residues provides thiol groups to which PEG can be attached 
resulting in PEGIyated FGF-21 having increased half-life (see page 7, lines 
15-21). In view of the wording of present claim 32 ("comprising"), a FGF21 
mutant comprising Ala129Cys and other mutation to Cys is considered 
prejudicial to the novelty of claim 32 of the present application. 

The FGF21 mutant comprising at least two modifications to cysteine, one of 
the possibilities being at alanine 129 is also disclosed in Dl (see section 
bridging pages 8 and 9), D2 (see claim 1) or D6 (see e.g. paragraph [33] 
which also cited D5). 

Since the feature of position 129 for conjugation to a half-life increasing 
moiety is not novel, it is not an special technical feature linking 
inventions 4,10,11 and 12. Thus, the protest is not entirely justified. 

11 However, since inventions 10-12 (corresponding to the particular SEQ ID 
NOs: 8, 9 and 10) have the technical feature of having a single cysteine 
substitution being A129C (Ala129Cys) which on its own has surprising 
properties (see section bridging pages 68 and 69 of the present application), 
the present authority has decided to group these three sequences (SEQ ID 
NOs: 8, 9 and 10) under one invention and to refund two search fees. 
However, for the sake of clarity, the original invention numbering is not 
changed. 

Further non-unity within group 1 of potential inventions 

12 It is again noted that further non unity is present within group 1 of potential 
inventions since any particular combination of a particular FGF21 molecule, a 
particular linker and a particular antibody (thousands of possibilities) could be 
considered a separate potential invention which is not linked by a single 
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general inventive concept to the other thousands of possibilities. However, 
for the sake of efficiency, a preliminary opinion will be given for the complete 
group 1 of potential inventions. 

Re Item V (For inventions 1. 4.10.11 and 12̂  

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

Invention 1 

Lack of inventive step 

13 The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, 
because the subject-matter of claims 1-31 and 34-38 does not involve an 
inventive step in the sense of Article 33(3) PCT. 

Starting from FGF21-Fc fusions as closest orior art 

13.1 Dl discloses a composition comprising a FGF21 molecule covalently 
attached to the Fc portion or (emphasis added) an immunoglobulin to provide 
a fusion protein with long circulating half-life (see page 1, last paragraph). Dl 
does not explicitly disclose that the FGF21 molecule is covalently attached to 
the combining site of an antibody. Several embodiments refer to the use of 
the Fc portion of an immunoglobulin fused to FGF21 via a linker (see page 2, 
Iines13-21, or see Table 5, on page 30). Thus, even if Dl would cover 
attachment to any part of the antibody, the subject-matter of claim 1 it is 
considered novel over D l . 

D2 and D3 also disclose a FGF-21 -Fc fusion protein (see e.g. example 8 of 
D3 or page 31 of D2). D2 further discloses fusion proteins of FGF21 mutants 
(designed to modulate stability and solubility) and Fc, (see e.g. example 20). 

13.2 Each of D l , D2 or D3 could be considered as the closest prior art. The 
technical problem in view of any of D1-D3 can be considered as the provision 
of alternative FGF21-antibody conjugates. 

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005) 
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13.3 The solution of claim 1 is to covalently attach an FGF21 molecule to the 
combining site of an antibody or antigen binding portion thereof via a linker. 

13.4 Said solution is not considered inventive for the following reasons: 

13.5 The concept of covalently attaching a protein to the combining site of an 
antibody was well known. D4 (co-authored by the Applicant of the present 
application) discloses compositions comprising a peptide bound by a linker to 
the combining site of an antibody (see abstract or see e.g. claim 7). This type 
of conjugate was later on denominated CovX-Body TM and examples of said 
conjugates are disclosed in other documents (see e.g. figure 1 of D7, or 
abstracts of D8, D9, Dl 0, Dl 1, D12 or Dl 3). 

13.6 The present authority considers the fusion of a protein or peptide of interest 
(in claim 1 of the present application an FGF21 molecule) to the combining 
site of an antibody obvious to the skilled person, as the advantages of said 
"CovX-Bodies" were known to the skilled person. Thus, claim 1 of the present 
application is not considered inventive. 

13.7 Dependent claims 2-31 and 34-38 are also not considered inventive. 
Attaching a moiety to prolonge the half-life to residue 79 of SEQ ID NO: 1 
(present claim 2) is e.g. disclosed in D5. Modifications at FGF21 residues 125 
and 129 are also disclosed in e.g. claims 103 and 105 of D6. The linkers also 
appear standard in the art: documents D4, Dl 1, D12 or D13 disclose 
thousands of possible linkers overlapping with the linkers claimed in claims 
4-31 of the present application (see e.g. pages 63 to 139 of D4). Even the use 
of the aldolase antibody, and in particular the humanized version of mouse 
38C2 antibody was known (see e.g. D14) even in the context of CovX-Bodies 
(see e.g. SEQ ID NO: 11 of D12, corresponding to the light chain of 
humanized 38C2 antibody, is identical to SEQ ID NO: 25 of the present 
application; SEQ ID NO: 1 of Dl 1 is identical to SEQ ID NO: 25 of the present 
application; SEQ ID NO: 40 of D4 is identical to SEQ ID NO: 25 of the present 
application). Hundreds of mutants of FGF21 have been disclosed in the prior 
art: see D5, D6 or D15. For example, D5 even discloses the FGF21 D79C 
mutant which is identical to SEQ ID NO: 13 of the present application. 
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Starting from CovX-Bodv format as closest prior art 

13.8 For the sake of completeness it is here noted that alternatively the closest art 
could be considered a document disclosing a CovX-Body format, e.g. D4, D7, 
D8, D9, DIO, Dl 1 , D12 or D13. Starting from any of said documents, the 
technical problem would have been to provide alternative CovX-Bodies 
targeted to different factors. In view of the known functions of FGF21 and of 
the fact that FGF21 -Fc were disclosed in D1, D2 and D3 to show increased 
half life, it would have been obvious to the skilled person to generate CovX-
bodies targeting FGF21 and he would have had a very high expectation of 
success since it was a standard methodology. 

Only a particular conjugate which provided an unexpected effect could be 
considered inventive 

13.9 The present authority is unable to find evidence in the present application for 
any unexpected effect for any particular conjugate, i.e. any effect which goes 
beyond what the skilled person would expect of a CovX-Body. If a particular 
combination of a particular FGF21 mutant, a particular linker and a 
particular antibody all linked at particular positions would provide an 
unexpected effect, said particular conjugate could be considered 
inventive. 

Remark on method of treatment 

14 Claim 37 refers to a method of treating diabetes, claim 38 refers to the use of 
a composition in the preparation of a medicament to treat diabetes. The 
patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, 
for example, does not recognise as patentable claims to the use of a 
compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in 
particular substances or compositions for use in a first or further medical 
treatment. 

Patentability, in particular novelty and inventive step, of claims 37 and 38 has 
been assessed on the basis of a purpose-limited product claim taking into 
account the alleged effects of the compound/composition. 
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Re Item VI 

Certain documents cited 

\ Application No Publication date Filing date Priority date (valid claim) \ 

i Patent No (day/month/year) (day/month/year) (day/month/year) 

1 WO2012/007896 19/01/2012 11/07/2011 12/07/2010 

Re Item VIII 

Certain observations on the international application 

15 The incredibly broad claims referring to the linkers (amounting to thousands of 
possibilities) are not meeting the conciseness requirements of Article 6 PCT. 

Invention 4 

Lggk 9f ngv^Uy 

16 The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, 
because the subject-matter of claim 32 and 36-38 is not new in the sense 
of Article 33(2) PCT. 

16.1 Claim 32 (with regard to invention 4) refers to a composition comprising a 
FGF21 molecule covalently connected to a half-life-increasing moiety at a 
linking residue located at residue number 129 according to the numbering of 
SEQIDNQ:1 . 

16.2 D17 discloses the mutants A l 29T and A l 29S (see page 138, lines 1 and 2, 
referring to SEQ ID NOs: 259 and 260). The aim of said mutations is to 
introduce new glycosylation sites not present in the wild type FGF (see e.g. 
[0115] and [0119]). Thus, Dl 7 discloses the introduction of mutants having 
SEQ ID NO: 259 and 260 into FGF21 to produce the FGF21 mutants having 
said additional glycosylation sites (see last lines of [0037], [0038] or [0039]). 
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One embodiment disclosed is to link via said additional glycosylation a 
modifying group such as PEG (see [0040]). The addition of PEG does 
increase the half-life (see [0418]). Said PEG-glycoconjugated FGF21 
mutant comprising A129T and A129S and the use thereof renders 
present claims 32 and 36-38 not novel. 

Furthermore, on paragraph [0321] it is disclosed how said additional 
glycosylation is used for preparing a FGF conjugate comprising a polymer 
which increases the circulatory half-life of the FGF protein.Though scheme 3 
on page 90 is exemplified for a FGF20 mutant, it is said to be valid for FGF-21 
(see page 90, lines 16-18). Said polymer-glycoconjugated FGF21 mutant 
comprising A129T and A129S and the use thereof renders also present 
claims 32 and 36-38 not novel. 

16.3 D5 discloses muteins of FGF-21 which enhanced pharmaceutical stability and 
thus increased half-life comprising at least two substitutions to cysteine, one 
of them being alanine 129 (see e.g. page 8, lines 14 to 24). The incorporation 
of the 2 Cys residues provides thiol groups to which PEG can be attached 
resulting in PEGIyated FGF-21 having increased half-life (see page 7, lines 
15-21). In view of the wording of present claim 32 ("comprising") a FGF21 
mutant comprising Alal 29Cys and other mutation to Cys is considered 
prejudicial to the novelty of claim 32 of the present application. The same 
applies to pharmaceutical compositions and uses thereof. Thus, D5 also 
renders not novel present claims 32 and 36-38. 

16.4 The FGF21 mutant comprising at least two modifications to cysteine, one of 
the possibilities being at alanine 129 is also disclosed in D1 (see section 
bridging pages 8 and 9), D2 (see claim 1) or D6 (see e.g. paragraph [33] 
which also cited D5). Thus D l , D2 and D6 are also prejudicial to the 
novelty of claims 32 and 36-38 for the same reasons as discussed in section 
16.3 above. 

Remark on method of treatment 

17 Claim 37 refers to a method of treating diabetes, claim 38 refers to the use of 
a composition in the preparation of a medicament to treat diabetes. See 
remark on section 14 of invention 1 (above). 
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Inventions 10.11 and 12. grouped now under one single invention 

18 The prior art disclosed mutants comprising Al 29C but not in isolation, said 
mutants A129C were combined with other mutations to Cysteine at at least a 
second FGF21 position (see D5, page 8, lines 14,15 and 24, and see D18, 
claim 15). The subject-matter of inventions 10-12 (claims 33 and 36-38, 
all partially) is therefore novel (Article 33(2) PCT). 

19 In view of D5 or Dl 8 (each could be considered as the closest prior art), the 
problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as 
the provision of alternative FGF21 mutants. 

20 The solution to this problem proposed in inventions 10-12 of the present 
application (claims 33 and 36-38, all partially) is considered as involving an 
inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons: 

20.1 The present application discloses that "FGF21AH-A129C was surprisingly 
one of the most stable mutants and the best position tested for antibody 
conjugation" (see lines bridging pages 68 and 69)". This effect is disclosed 
to be unexpected and a putative explanation is given for the advantageous 
properties of A129C (see page 69, lines 1 to 16). Although said mutant also 
comprises the AH mutation, the effect in conjugation and stability is due to the 
A129C mutation since the conjugation is at that residue (see page 69, lines 
14-16). 

Since SEQ ID NO: 8, 9 and 10 of the present application comprise said 
A129C and not other cysteine substitutions, said three particular SEQ ID 
NOs: 8, 9 and 10 are considered inventive in view of the unexpected 
effects just discussed. A pharmaceutical composition (claim 36) and the 
medical use of said compositions (claims 37 and 38) are also considered 
inventive since they depend on SEQ ID NOs: 8, 9 and 10. 
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Remark on method of treatment 

21 Claim 37 refers to a method of treating diabetes, claim 38 refers to the use of 
a composition in the preparation of a medicament to treat diabetes. See 
remark on section 14 of invention 1 (above). 
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former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not 
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further 
procedural steps. This document explains about the possibilities. 

Amending claims Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the 
under applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the 
Art. 19 PCT International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change 

this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as 
form PCT/ISA/220 and the corresponding Notes to form PCT/ISA/220. 
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for international IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for 
preliminary international preliminary examination. If the applicant nevertheless wishes 
examination to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the 

date of mailing of the ISR/WO-ISA or 22 months after priority 
date, whichever expires later (Rule 54bis PCV). Amendments under Art. 
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as 
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT). 

If a demand for international preliminary examination is filed and no 
comments/amendments have been received the WO-ISA will be transformed 
by the IPB\ into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability) 
which would merely reflect the content of the WO-ISA. The demand can still 
be withdrawn (Art. 37 PCT). 
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comments on the WO-ISA directly with the I nternational Bureau of Wl PO. These 

will be communicated to the designated Offices together with the IPRP 
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the 
priority date. Hease also refer to the next box. 

End of the At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will 
international transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the 
phase IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible 

informal comments to the designated Offices. The IPRP replaces the former 
IPER (international preliminary examination report). 

Relevant PCT Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter 
Rules and more 12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003 
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