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COMPOSICIONES, USOS Y METODOS PARA TRATAMIENTO DE TRASTORNOS

Y ENFERMEDADES METABOLICAS

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio de la prioridad
de la solicitud no. de serie 61/504,128, presentada el 1 de
julio de 2011, y 1la solicitud no. de serie 61/515,126,
presentada el 4 de agosﬁo de 2011, ambas solicitudes de las

cuales se incorporan expresamente en la presente para

referencia en su totalidad.

Campo de la Invencién

La invencién se refiere a variantes de proteinas
del factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19) Y
secuencias de péptidos (y peptidomiméticos) y fusiones de
proteinas de factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19)
y/o del factor 21 de crecimiento de fibroblasto (FGF21) vy
secuencias de péptidos (y peptidbmiméticos), y variantes de
fusiones de proteinas del factor 19 de crecimiento de
fibroblasto (FGF19) y/o del factor 21 de crecimiento de
fibroblasto (FGF21) % secuencias de péptidos (y
peptidomiméticos) que tienen actividad de disminucién de
glucosa, 'y métodos para y usos en el tratamiento de

hiperglicemia y otros trastornos.
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Introduccidn

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica
debilitante provocada por la ausencia de produccién de
insulina (tipo 1) o resistencia a la insulina o produccién
insuficiente de insulina (tipo 2) de las células p. Las
células B son células endécrinas especializadas que fabrican
y almacenan insulina para 1la liberacién después de un
alimento. La insulina es wuna hormona que facilita 1la
transferencia de glucosa de la sangre hacia los tejidos en
donde se necesite. Los pacientes con diabetes deben
monitorear frecuentemente los niveles de glucosa en sangre y
muchos requieren multiples inyecciones de insulina diarias
para sobrevivir. Sin embargo, tales pacientes raramente
alcanzan los niveles de glucosa ideales por la inyeccién de
insulina (Turner, R.C. et al. JAMA 281:2005(1999)). Ademas,
la elevacidén prolongada de los niveles de insulina pueden
resultar en efectos secundarios perjudiciales tales como
choque hipoglicémico y desensibilizacién de la respuesta del
cuerpo a insulina. Consecuentemente los pacientes diabéticos
todavia desarrollan complicaciones a largo plazo, tales como
enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal, ceguera,
dano a los nervios, y trastornos de cicatrizacién de heridas
(UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group, Lancet 352:837

(1988} .

Se ha propuesto 1la cirugia baridtrica como wun
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tratamiento potencial para la diabetes. Se ha postulado que
los cambios en la secrecién de la hormona del intestino
después de la cirugia son responsables de la resolucién de
los padecimientos diabéticos. El mecanismo molecular
subyacente aun tiene que elucidarse, aunque el peptide 1
similar a glucagdén (GLP-1) se ha especulado como un candidato
posible (Rubino, F. Diabetes Care 32 Suppl 2:8368 (2009)).
FGF19 se expresa altamente en el intestino delgado distal vy
la sobreexpresién transgénica de FGF19 mejora la homeostasis
de la glucosa (Tomlinson, E. Endocrinology 143(5):1741-
7(2002)). Los niveles de suero deIFGF19 en humanos se elevan
después de la cirugia de bypass gastrico. La expresién vy
secrecidon aumentadas de FGF19 pueden explicar al menos
parcialmente la remisién de la diabetes experimentada después
de la cirugia.

Por consiguiente, existe la necesidad de
tratamientos alternativos de los padecimientos
hiperglicémicos tales como diabetes, prediabetes, resistencia
a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa o
sindrome metabdélico, y otros trastornos y enfermedades
asociados con los niveles de.glucosa elevados, en humanos. La

invencién satisface esta necesidad y proporciona ventajas

relacionadas.
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Compendio

La invencidén se basa, en parte, en las variantes de
las secuencias de péptidos del factor 19 de crecimiento de
fibroblasto (FGF19), fusiones de las secuencias de péptidos
del factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19) y/o el
factor 21 de crecimiento de fibroblasto (FGF21l) y variantes
de las fusiones (quimeras) de las secuencias de péptidos del
factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19) y/o el factor
21 de crecimiento de fibroblasto (FGF21) que tienen una o mas
actividades, tales como 1la actividad de disminucién = de
glucosa. Tales variantes vy fusiones (quimeras) de las
secuencias de péptido de FGF19 y/o FGF21l incluyen secuencias
que no incrementan o inducen la formacién de carcinoma
hepatocelular (HCC) o tumorigénesis HCC. Tales variantes y
fusiones (quimeras) de las secuencias de péptidos FGF19 y/o
FGF21 también incluyen secuencias que no inducen una
elevacién o incremento sustancial en el perfil de lipidos.

En una modalidad, una secuencia de péptidos
quiméricos incluye o consiste de: una regién N-terminal que
tiene por lo menos siete residuos de aminodcidos, la regién
N-terminal que tiene una primera posicién de aminoacidos vy
una ultima posicién de aminodcidos, en donde la regién N-
terminal tiene una secuencia de DSSPL o DASPH; y una regién
C-terminal que tiene una porcién de FGF1l9, en donde la regién

C-terminal tiene una primera posicién de aminodcidos y una
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Ultima posicidén de aminodcidos, en donde la regién C-terminal
incluye residucs de aminoacidos 16-29 de FGF19
(WGDPIRLRHLYTSG), y en donde el residuo W corresponde a la
primera posicién de aminodcidos de la regién C-terminal.

En otra modalidad, una secuencia de péptidos
quiméricos incluye o consiste de: una regién N-terminal que
tiene una porcién de FGF21l, en donde la regién N-terminal
tiene una primera posicién de aminodcidos y una Wltima
posicidn de aminodcidos, en donde la regién N-terminal tiene
una secuencia de GQV, y en donde el residuo V corresponde a
la dltima posicién de aminodcidos de la regién N-terminal; vy
una regiodn C-terminal incluye una porcién de FGF19, la regién
C-terminal que tiene una primera posicién de aminodcidos vy
una ultima posicién de aminodcidos, en donde la regién C-
terminal incluye residuos de aminodcidos 21-29 de FGF19
(RLRHLYTSG), y en donde el residuo R corresponde a la primera
posicidén de la regidén C-terminal.

En una modalidad adicional, wuna secuencia de
péptidos quiméricos incluye o consiste de cualquiera de: una
regién N-terminal que comprende una porcién de la SEQ ID NO:
100 [FGF21), 1la regién N-terminal que tiene una primera
posicién de aminodcidos y una Ultima posicién de aminoacidos,
en donde la regién N-terminal comprende por lo menos 5 (o
mas) aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 100 [FGF21] que

incluye los residuos de aminodcidos GQV, y en donde el
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residuo V corresponde a la ultima posicién de aminoacidos de
la regién N-terminal; y una regidén C-terminal que comprende
una porcién de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], 1la regién
C-terminal que tiene una primera posicién de aminodcidos vy
una Ultima posicién de aminodcidos, en donde la regidén C-
terminal comprende los residuos de aminodcidos 21-29 de la
SEQ ID NO: 99 [FGF19], RLRHLYTSG, y en donde el residuo R
corresponde a la primera posicién de la regidédn C-terminal. En
aspectos particulares, la regidén N-terminal comprende por 1lo
menos 6 aminoacidos contiguos (o mas, por ejemplo, 7, 8, 9,
19, 11, .12, 13, 14, 1%, 16, 17, 18, 19, 20, 20-25, 25-30; 30~
40, 40-50, 50-75, 75-100 aminoacidos contiguos) de la SEQ ID
NO: 100 [FGF21] que incluyen los residuos de aminodcidos GQV.

En una modalidad adicional, wuna secuencia de
péptidos incluye o consiste de cualquiera de: una variante de
secuencia del factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19)
que tiene una o mas sustituciones, inserqiones O supresiones
de aminoadcidos comparados con un FGF19 de referencia o de
tipo silvestre; una variante de secuencia del factor 21 de
crecimiento de fibroblasto (FGF21) que tiene una o mas
sustituciones, inserciones o supresiones de aminodcidos
comparadas con una FGF21 de referencia o de tipo silvestre;
una porcidn de una secuencia de FGF19 fusionada a una porcién
de una secuencia FGF21l; o una porcién de una secuencia de

FGF19 fusionada a una porcidén de una secuencia FGF21, en
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donde la o las porcicnes de la secuencia de FGF19 y/o FGF21
tienen una o mé&s sustituciones, inserciones o supresiones de
aminoacidos comparadas con una FGF19 y/o FGF21 de referencia
o de tipo silvestre.

En ain modalidades adicionales, una secuencia de
péeptidos o a secuencia de péptidos quiméricos incluye o
consiste de aminocadcidos amino-terminales 1-16 de la SEQ 1ID
NO: 100 [FGF2l] fusionada a aminodcidos carboxi-terminales
21-194 de 1la SEQ ID NO: 99 [FGF19], o 1la secuencia de
péptidos tiene aminodcidos amino-terminales 1-147 de la SEQ
ID NO: 99 [FGF19] fusionado a los aminodcidos carboxi-
terminales 147-181 de la SEQ ID NO: 100 [FGF21l] (M41l), o la
secuencia de péptidos tiene aminodcidos amino-terminales 1-20
de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] fusionada a los aminoacidos
carboxi-terminales 17-181 de la SEQ ID NO: 100 [FGF21] (M44),
o0 la secuencia de péptidos tiene aminodcidos amino-terminales
1-146 de la SEQ ID NO: 100 [FGF21] fusionada a los
aminodcidos carboxi-terminales 148-194 de la SEQ ID NO: 99
[FGF19] (M45), o la secuencia de péptidos tiene aminoécidos
amino-terminales 1-20 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] fusionada a
los aminoacidos internos 17- 146 de la SEQ ID NO: 100 [FGF21]
fusionada a los aminoacidos carboxi-terminales 148-194 de la
SEQ ID NO: 99 [FGF19] (M46).

En adn modalidades adicionales, una secuencia de

péptidos o una secuencia de péptidos quiméricos tiene un

\O
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motivo de secuencia de WGDPI que corresponde a la secuencia
de WGDPI de aminodcidos 16-20 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], o
tiene un motivo de secuencia de WGDPI sustituido, mutado o
ausente que corresponde a la secuencia de WGDPI de FGF19 de
los aminoédcidos 16-20 de FGF19, o el motivo de secuencia de
WGDPI tiene uno o mas aminodcidos sustituidos, mutados o
ausentes; o es distinta de una secuencia variante de FGF19
que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI,
GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDT,
WGDP o FGDPI sustituidos para la secuencia de WGDPI de FGF19
en los aminodcidos 16-20.

En aun modalidades adicionales, una secuencia de
péptidos o una secuencia de péptidos quiméricos tiene una
regién N-terminal que incluye o consiste de residuos de
aminoacidos VHYG, en donde la regién N-terminal comprende
residuos de aminoacidos DASPHVHYG, o en donde la regién
N-terminal comprende residuos de aminodcidos DSSPLVHYG, o en
donde la regidén N-terminal comprende residuos de aminodcidos
DSSPLLQ, o en donde la regién N-terminal comprende residuos
de aminoédcidos DSSPLLQFGGQV. En aspectos particulares, la G
corresponde a la Ultima posicién de la regién N-terminal, o
el residuo Q es la ultima posicién de aminodcidos de la
regién N-terminal, o el residuo V corresponde a la ultﬁma
posicién de la regién N-terminal.

En aun modalidades adicionales, una secuencia de
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péptidos o una secuencia de péptidos quiméricos tiene una
region N-terminal que incluye o consiste de RHPIP, en donde R
es la primera posicién de aminodcidos de la regién N-
terminal; o HPIP (por ejemplo, en donde HPIP son los primeros
4 residuos de aminodcidos de la regién N-terminal), en donde
H es la primera posicién de aminoadcidos de la regién N-
terminal; o RPLAF, en donde R es la primera posicién de
aminodcidos de la regién N-terminal; o PLAF, en donde P es la
primera posicién de aminodcidos de la regién N-terminal; o R,
en donde R es la primera posicién de aminodcidos de la regién
N-terminal, o tiene en la regién N-terminal cualquiera de las
siguientes secuencias: MDSSPL, MSDSSPL, SDSSPL, MSSPL o SSPL.

En otras modalidades, una secuencia de péptidos o
una secuencia de péptidos quiméricos tiene en la primera
posicién de la regién N—terﬁinal, un residuo “M”, un residuo
“"R”, un residuo ™“S”, un residuo “H”, un residuo “P”, un
residuo “L” o un residuo “D”. En modalidades alternativas,
una secuencia de péptidos o wuna secuencia de péptidos
gquiméricos no tiene un residuoc “M” o un residuo “R” en la
primera posicién de aminodcidos de la regién N-terminal.

En aun otras modalidades, una secuencia de péptidos
0 una secuencia de péptidos quiméricos tiene en la primera vy
segunda posiciones de la regién N-terminal una secuencia MR,
0 en la primera y segunda posiciones de la regién N-terminal

una secuencia RM, o en la primera y segunda posiciones de la
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regién N-terminal una secuencia RD, o en la primera y segunda
posiciones de la regidén N-terminal una secuencia DS, o en la
primera y segunda posiciones de la regién N-terminal una
secuencia MD, o en la primera y segunda posiciones del la
regién N-terminal una secuencia MS,-O en la primera a tercera
posiciones de la regidén N-terminal una Secuencia MDS, o en la
primera a tercera posiciones de la regién N-terminal una
secuencia RDS, o en la primera a tercera posiciones de la
regién N-terminal wuna secuencia MSD, o en la primera a
tercera posiciones de la regidon N-terminal una secuencia MSS,
o en la primera a tercera posiéiones de la regién N-terminal
una secuencia DSS, o en la primera a cuarta posiciones de la
region N-terminal wuna secuencia RDSS, o en la primera a
cuarta posiciones de la regidén N-terminal una secuencia MDSS,
0 en la primera a quinta posiciones de la regién N-terminal
una secuencia MRDSS, o en la primera a quinta posiciones de
la regidén N-terminal una secuencia MSSPL, o en la primera a
sexta posiciones de 1la regién N-terminal una secuencia
MDSSPL, © en la primera a séptima posiciones de la regidén N-
terminal una secuencia MSDSSPL.

En atn otras modalidades, una secuencia de péptidos
0 una secuencia de péptidos quiméricos ademds de los residuos
de aminodcidos 30-194 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] en el C-
término, que resulta en un polipéptido quimérico que tiene en

la Gltima posicidén de la regidn C-terminal que corresponde a

N
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alrededor del residuc 194 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19]. En
otras modalidades adicionales, wuna secuencia de péptidos
quiméricos o secuencia de péptidos comprende todo o una
porcién de una secuencia de FGF19 (por ejemplo, SEQ ID NO:
99), colocada en el C-término del péptido, o en donde el
residuo “R” amino-terminal se elimina del péptido. I

En modalidades mas particulares, una secuencia de
péptidos quiméricos o secuencia de péptidos incluye. o
consiste de cualquiera de 1las . secuencias de péptidos
variantes M1-M98, o una secuencia o fragmento cualquiera de
las secuencias de péptidos M1-M98 variantes.

En modalidades particulares adicionales, una
secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos
tiene una regién N-terminal o una C-terminal de alrededor de
20 a alrededor de 200 reéiduos de aminoacidos en longitud. En
modalidades particulares adicionales, una secuencia de
péptidos quiméricos o secuencia de péptidos tiene por 1lo
menos una eliminacidén de aminodcidos. En aun modalidades
particulares adicionales, una secuencia de péptidos
quiméricos o secuencia de péptidos, o una subsecuencia o
fragmento de la misma, tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, .20 & mas &linminaciches de
aminodcidos del término amino, el carboxi-término o
internamente. En un aspecto particular no limitante, la

sustitucién de aminocdcidos o eliminacidn se encuentra en
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cualesquier posiciones de aminodcidos 8-20 de FGF19
(AGPHVHYGWGDPI) .

En modalidades mé&s particulares, una secuencia de
péptidos quiméricos o secuencia de péptidos incluye o
consiste de una secuencia de aminoédcidos de alrededor de 5 a
10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, Gb a 70, 70 a 80, 80
a 90, 90 a 100 o mds aminocdcidos. En modalidades mas
particulares, una secuencia de péptidos quiméricos o
secuencia de péptidos incluye o consiste de una secuencia de
aminodcidos de alrededor de 5 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a
40, 40 a 50, 50 a 60, 60 a 70, 70 a 80, 80 a 90, 90 a 100 o
mas aminoacidos de FGF19 o FGF21.

En modalidades particulares adicionales, las
secuencias de péptidos quiméricos y las secuencias de
péptidos tienen funciones o actividades particulares. En un
aspecto, una secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de
péptidos mantiene o incrementa una actividad mediada por
FGFR4. En aspectos adicionales, una secuencia de péptidos
quiméricos o secuencia de péptidos se enlaza al receptor 4
del factor de crecimiento de fibroblasto (FGFR4) o activa
FGFR4, o no se enlaza detectablemente al receptor 4 del
factor de crecimiento de fibroblasto (FGFR4), o activa FGFR4,
© enlaza a FGFR4 con una afinidad menor que, comparable a o
mayor que FGF19 que enlaza la afinidad para FGFR4, o activa

FGFR4 hasta un grado o cantidad menor que, comparable a o
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mayor que FGF19 activa FGFR4. En aspectos adicionales, una
secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos
tiene formacién de carcinoma hepatocelular reducida (HCC)
comparada con FGF19, o una secuencia variante de FGF19 que
tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI,
WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o
FGDPI sustituido para la secuencia de WGDPI en aminodcidos
16-20 de FGF19, y/o tiene mayor actividad de disminucién de
glucosa comparada con FGF19, o una secuencia variante de
FGF1l9 que tiene cualquiera de GQV, GDI, -WGPI, WGDPV, WGDI,
GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI,
WGDI, WGDP o FGDPI substituido para la secuencia de WGDPI' en
aminoacidos 16-20 de FGF1l9, y/o tiene menos actividad de
aumento de lipidos comparada con FGF19, o una secuencia
variante de que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV,
WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA,
WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la secuencia de
WGDPI en aminodcidos 16-20 de FGF19, vy/o tiene menos
triglicéridos, colesterol, sin HDL o actividad que aumenta
HDL comparada con FGF19, o una secuencia variante de FGF19
que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI,
GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI,
WGDP o FGDPI sustituido para la secuencia de WGDPI en
aminoacidos 16-20 de FGF19, y/o tiene menos masa magra que

reduce la actividad comparada con FGF21l. Tales funciones vy
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actividades pueden eliminarse in vitro o in wvivo, por
ejemplo, en un ratén db/db.

En auin modalidades adicionales, las secuencilas de
péptidos quiméricos y las secuencias de péptidos aisladas o
purificada, y/o las secuencias de péptidos quiméricos vy
secuencias de péptidos pueden incluirse en composiciones. En
una modalidad, una secuencia de péptidos quiméricos o
secuencia de péptidos se incluye en una composicién
farmacéutica. Tales composiciones incluyen combinaciones de
ingredientes inactivos u otros activos. En una modalidad, una
composicién, tal como una composicién farmacéutica incluye
secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos y un
agente de disminucién de glucosa.

En aun modalidades adicionales, se proporcionan
moléculas de é&cido nucleico que codifican la secuencia de
péptidos quiméricos o secuencia de péptidos. Tales moléculas
pueden incluir adem&s un elemento de control de expresién en
ligamento operable que confiere la expresién de la molécula
de é&cido nucleico gque codifica el péptido in vitro, en una
célula o in vivo, o un vector que comprende la molécula de
acido nucleico (por ejemplo, un vector viral). También se
proporcionan células transformadas y huésped que expresan las
secuencias de péptidos quiméricos y las secuencias.

También se proporcionan usos y métodos de

tratamiento que incluyen la administracién o suministro de
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péptidos. En modalidades particulares, un uso o método de
tratamiento de un sujeto incluye administrar péptido
quimérico de la invencién o secuencia de péptidos a un
sujeto, tal como un sujeto que tiene, o en riesgo de tener,
una enfermedad o© trastorno tratable por una secuencia de
péptidos de 1la invencidén, en una cantidad efectiva para
tratar la enfermedad ¢ trastorno. En una modalidad adicional,
un método incluye administrar. un péptido quimérico o
secuencia de péptidos de la invencién a un sujeto, tal como
un sujeto que tiene un padecimiento hiperglicémico (por
ejemplo, diabetes, tal como diabetes dependiente de insulina
(tipo 1I), <diabetes tipo 1II, o diabetes gestacional),
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a
la glucosa o sindrome metabdlico, o es obeso o tiene una masa
corporal indeseable.

En aspectos particulares de los métodos y usos, una
secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos se
administra a un sujeto en una cantidad efectiva para mejorar
el metabolismo de glucosa en el sujeto. En mds aspectos
particulares, un sujeto tiene un nivel de glucosa en plésma
en ayuna mayor que 100 mg/dl o tieﬁe un nivel de hemoglobina
Alc (HbAlc) por arriba de 6%, antes de la administracién.

En modalidades adicionales, un uso o método de

tratamiento de un sujeto se pretende para o resulta en
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niveles de glucosa reducidos, sensibilidad a 1la insulina
incrementada, resistencia a la insulina reducida, glucagén
reducido, una mejora en la intdlerancia a la glucosa, o
metabolismo de glucosa u homeostasis, funcidén pancreatica
mejorada, o niveles de triglicéridos, colesterol, IDL, LDL o
VLDL reducidos, o una disminucién en la presidén sanguinea,
una disminucién en el engrosamiento intimo de los vasos
sanguineos o una disminucién en la masa corporal o ganancia
de peso.

También se proporcionan métodos para analizar y/o
identificar una secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos, tal como las sécuencias de péptidos quiméricos vy
secuencias de péptidos que tienen actividad de disminucién de
glucosa sin la actividad de carcinoma hepatocelular
sustancial (HCC). En una modalidad, un método incluye: a)
proporcionar una secuencia de péptidos quiméricos candidato o
secuencia de péptidos; b) administrar la secuencia de
péptidos candidato en un animal de prueba (por ejemplo, un
ratén db/db); c) medir los niveles de glucosa del animal
después de la administracién de la secuencia de péptidos
candidato, para determinar si la secuencia de péptidos
candidato reduce los niveles de glucosa. En un aspecto
particular, la secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos también se analiza para la induccidén de HCC en el

animal (por ejemplo, la evaluacidén de una muestra de tejido
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que se correlaciona con la actividad de HCC, en donde un
péptido candidato tiene actividad de disminucién de glucosa y
actividad de HCC no sustancial. Tales métodos identifican el
candidato como que tiene actividad de disminucién de glucosa,
opcionalmente también sin actividad de carcinoma

hepatocelular sustancial (HCC).

Descripcién de los Dibujos

La FIGURA 1 muestra las secuencias de proteina
FGFl9 y FGF21, y las secuencias variantes representativas,
principalmente las secuencias de péptidos de variante M5,
variante M1, variante M2, vafiante M69, wvariante M3, variante
M48, variante M49, variante M50, variante M51, variante M52,
variante M53 y variante M70. También se muestran 3 formas
alelicas adicionales (polimérficas) de FGF21, principalmente
MT1, MT2 v ¥M73.

La FIGURA 2 muestra cambios de dominio
representativos entre las secuencias de proteina FGF21 (sin
sombreado) y FGF19 (sombreado con gris), y las secuencias de
fusidén resultantes (quiméricas). Las regiones de aminoacido
de cada una de FGF21 y FGF18 presentes en la fusidén (quimera)
se indican por los numeros. Se muestra la disminucién de
glucosa y la elevacién de 1lipidos para cada una de las

secuencias quiméricas.
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Las FIGURAS 3A-3I muestran los datos de peso
corporal y disminucién de glucosa. A) variante M5; B)
variante M1l; C) variante M2 y variante M69; D) variante M3;
E) variante M48 y variante M49; F) variante M51 y variante
M50; G) péptido de la variante M52; H) péptido de la variante
M53; e I) secuencias de péptidos de la variante M70 todas
tienen actividad de disminucién de glucosa (es decir, anti-
diabética) en ratones db/db. Los ratones se inyectaron con
vector AAV que expresa FGF19, FGF21, las variantes
seleccionadas, y la solucién salina y GFP son controles
negativos.

Las FIGURAS 4A-4I muestran el perfil de lipidos en
suero (triglicéridos, colesterol total, HDL y sin HDL) de los
ratones db/db inyectados con el vector AAV que expresa FGF19,
FGF21 o A) variante M5; B) variante M1l; C) variante M2 vy
variante M69; D) variante M3; E) variante M48 y variante M49;
F) variante M51 y variante -M50; G) péptido de la variante
M52; H) péptido de la variante M53; e I) secuencias de
péptidos de la variante M70. La secuencia de péptidos de la
variante M5 no incrementa o eleva los lipidos, en contraste
con FGFl19, M1, M2 y M69 que incrementa y eleva los lipidos.
Los niveles de suero de todas las variantes fueron
comparables. La solucidén salina y GFP son controles

negativos.

Las FIGURAS 5A-5I muestran datos relacionados con
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el carcinoma hepatocelular (HCC) para A) variante M5; B)
variante M1l; C) variante M2 y variante M69; D) variante M3;
E) wvariante M48 y variante M49; F) variante M51 y variante
M50; G) variante M52; H) péptido de la variante M53; e I)
secuencias de péptidos de 1la variante M70. Todas las
variantes no incrementaron significativamente o indujeroﬁ a
la formacién de carcinoma hepatocelular (HCC) o tumorigénesis
HCC, en contraste con FGF19. Puntales de HCC se registraron
como el numero de nddulos de HCC sobre la superficie del
higado entero de 1los ratones inyectados con variantes
divididos por el nimero de nédulos de HCC de ratones
inyectados con FGF19 del;tipo silvestre.

Las FIGURAS 6A-6I muestran los datos de masa magra
O masa grasa para A) variante M5; B) variante M1l; C) variante
M2 y variante M69; D) variante M3; E) variante M48 y variante
M49; F) wvariante M51 y variante M50; G) wvariante M52; H)
péptido de la variante M53; e I) secuencias de péptidos de la
variante M70. Excepto para M2, M5 y M69, las secuencias de
péptidos variantes reducen la masa magra o masa grasa, en
contraste con FGE21.

Las FIGURAS 7A-7B muestran datos graficos que
demuestran que la inyeccién del recombinante A) variante MS5;
y B) polipéptidos de la variante M69 reducen la glucosa en
sangre en ratones ob/ob.

La FIGURA 8 muestra los datos que indican que la
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expresién hepatica de la familia 1 aldo-ceto reductasa, el
miembro C18 (AkrlCl8) y la familia 1 del portador soluble,

miembro 2 (slcla2) parece correlacionarse con la actividad de

HCC.

Descripcién Detallada

La invencidn proporciona secuencias quiméricas y de
péptidos que son capaces de disminuir o reducir los niveles
de glucosa. En una modalidad, una secuencia de péptidos
quiméricos incluye o consiste de una regién N-terminal que
tiene por lo menos siete residuos de aminoacidos y la regién
N-terminal que tiene una primera posicién de aminoacidos v
una ultima posicién de aminoacidos, en donde la regién N-
terminal tiene una secuencia DSSPL o DASPH; y una regién C-
terminal que tiene una porcién de FGF19 y la regién C-
terminal que tiene una primera posicién de aminodcidos y una
ultima posicién de aminoacidos, en donde la regidn
C-terminal incluye residuos de aminoadcidos 16-29 de FGF19
(WGDPIRLRHLYTSG) y el residuc W corresponde a la primera
posicidén de aminodcidos de la regién C-terminal.

En otra modalidad, una secuencia de péptidos
quiméricos incluye o consiste de una regién N-terminal que
tiene una porcién de FGF2l y la regién N-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcidos y una Ultima posicién de

aminoacidos, en donde la regién N-terminal tiene una
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secuencia de GQV y el residuo V corresponde a la ultima
posicidén de aminoacidos de la regidén N-terminal; y una regidén
C-terminal que tiene una Iporcién de FGF19 vy la regidn
C-terminal que tiene una primera posicién de aminodcidos vy
una Ultima posicién de aminoacidos en donde la regién
C-terminal incluye residuos de aminoicidos 21-29 de FGF19
(RLRHLYTSG) y el residuo R corresponde a la primera posicién
de la regidén C-terminal.

.En modalidades adicionales, una secuencia de
péptidos incluye o consiste de una variante de la secuencia
del factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19) que tiene
una o mas sustituciones, inserciones o supresiones de
aminoacidos comparadas con un FGF19 de referencia o de tipo
silvestre. En modalidades adicionales, una secuencia de
péptidos incluye o consiste de una variante de secuencia del
factor 21 de crecimiento de fibroblasto (FGF2l) que tiene una
0 mas sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos
comparadas con una FGF21 de referencia o de tipo silvestre.
En aun modalidades adicionales, una secuencia de péptidos
incluye o consiste de una porcién de una secuencia de FGF19
fusionada a wuna porcién de una secuencia FGF21l. En atn
modalidades adicionales, una secuencia de péptidos incluye o
consiste de una porcién de una secuencia de FGF19 fusionada a
una porcidén de una secuencia FGF21l, en donde la o las

porciones de secuencia de FGF19 y/o FGF21 tienen una o mas
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sustituciones, inserciones © supresiones de aminoacidos
comparadas con una FGF19 y/o FGF21l de referencia o de tipo
silvestre. |

La invencidén también proporciona métodos y usos
para tratar a un sujeto que tiene o en riesgo de tener un
trastorno metabdlico tratable utilizando variantes y fusiones
de las secuencias de péptidos del factor 19 de crecimiento de
fibroblasto (FGF19) y/o del factor 21 de crecimiento de
fibroblasto (FGF21). En una modalidad, un método incluye
poner en contacto o administrar a un sujeto una o mas
secuencias de péptidos del factor 19 de crecimiento de
fibroblasto (FGF19) y/o del factor 21 de crecimiento de
fibroblasto (FGF21) en una cantidad efecﬁiva para tratar el
trastorno. En otra modalidad, un método incluye poner en
contacto o administrar a un sujeto una o mas moléculas de
acido nucleico que codifican una -variante o fusién de 1la
secuencia de péptidos del factor 19 de crecimiento de
fibroblasto (FGF19) vy/o del factor 21 de crecimiento de
fibroblasto (FGF21l) (por ejemplo, un elemento de control de
expresién en el ligamento operable con &cido nucleico que
codifica la secuencia de péptidos, incluyendo opcionalmente
un vector), en una cantidad efectiva para tratar el
trastorno.

Aunque no se requiere un entendimiento del

mecanismo subyacente de accién de los péptidos de la
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invencién para la préctica de la invencién, sin que se una
ninguna teoria particular o Ihipétesis, se cree que los
péptidos de la invencién imitan, al menos en parte, el efecto
que tiene las cirugia bariatrica, por ejemplo, en homeostasis
de glucosa y pérdida de peso. Los cambios en la secrecidn de
hormona gastrointestinal (por ejemplo, el péptido 1 similar a
glucagén (GLP-1)) después de la cirugia baridtrica se cree
que es responsable de la resolucién de, por ejemplo, los
padecimientos diabéticos. FGF19 se expresa altamente en el
intestino delgado distante y la sobre-expresién transgénica
de FGF19 mejora la homeostasis de glucosa. Debido a que los
niveles de FGF19 en humanos también se elevan después de la
cirugia de bypass gastrico, el FGF19 elevado puede implicarse
con la remisidn de diabetes observada después de la cirugia
bariatrica.

Una referencia representativa de la secuencia de
FGF19 de tipo silvestre se establece como:
RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK (SEQ ID NO: 99).

Una referencia representativa o secuencia FGF21 de
tipo silvestre se establece como:
HPIPDSSPLLOFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKP

GVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPG
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NKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
(SEQ ID NO: 100). Las variantes alélicas de FGF21 se ilustran
en la Figura 1 (por ejemplo, M70, M71 y M72).

Los términos secuencia de “péptido”, “proteina”, vy
“polipéptido” se utilizan intercambiablemente en la presente
para referirse a dos o mas aminodcidos, o “residuos”, que
incluyen modificaciones quimicas y derivados de aminoacidos,
enlazados covalentemente por una unién amida o equivalente.
Los aminoacidos que forman todo o parte del péptido pueden
ser de entre 21 aminodcidos «que ocurren naturalmente
conocidos, los cuales se denominan por ambas de sus
abreviaturas de una sola letra o las abreviaturas de tres
letras comunes. En las secuencias de péptidos de la
invencién, los residuos de aminodcidos convencionales tienen
su significado convencional.lPor lo tanto, "“Leu” es leucina,
“Ile” es isoleucina, “Nle” es norleucina, y asi
sucesivamente.

Se ejemplifican en la presente secuencias de
péptidos, distintas de los polipéptidos de referencia FGF19 y
FGF21 establecidos en la presente, que reducen o disminuyen
La, 2 ﬁivo (Tablas 1-8 y la Figura 1). Los ejemplos
particulares no limitantes son una secuencia de péptidos con
aminoacidos amino-terminales 1-16 de FGF21 fusionados a los
aminoacidos carboxi-terminales 21-194 de FGF19; una secuencia

de péptidos con aminodcidos amino-terminales 1-147 de FGF19
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fusionados a los aminoadcidos carboxi-terminales 147-181 de
FGF21; una secuencia de péptidos con aminoadcidos amino-
terminales 1-20 de FGF19 fusionados a 1los aminoacidos
carboxi-terminales 17-181 de FGF21l; una secuencia de péptidos
con aminoacidos amino-terminales 1-146 de FGF21 fusionados a
los aminoacidos carboxi-terminales 148-194 de FGF19; y una
secuencia de péptidos con aminodcidos amino-terminales 1-20
de FGF19 fusionados a los aminoacidos internos 17-146 de
FGF21 fusionados a los aminoacidos carboxi-terminales 148-194
de FGF19,

Las secuencias de péptidos particulares adicionales
tienen un motivo de secuencia de WGDPI que corresponde a la
secuencia de WGDPI de 1los aminodcidos 16-20 de FGF19,
carencia de un motivo de secuencia de WGDPI que corresponde a
la secuencia de WGDPI de los aminoacidos 16-20 de FGF19, o
tiene motivo de secuencia de WGDPI sustituido (es decir,
mutado) que corresponde a la secuencia de WGDPI de FGF19 de
los aminodcidos 16-20 de FGF19.

Las secuencias de péptidos particulares de la
invencién también incluyen secuencias distintas de FGF19 vy
FGF21 (por ejemplo, como se establece en la presente), y las
secuencias de variante de FGF19 que tienen cualquiera de GQV,
GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI,
WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para

la secuencia de WGDPI de FGF19 en los aminodcidos 16-20. Por
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consiguieﬁte, la FGF19 y FGF21 de tipo silvestre (por
ejemplo, como se establece en la presente como SEQ ID NOS: 99
y 100, respectivamente) pueden ser secuencias excluidas, vy
FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI,
GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI,
WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la secuencia de WGDPI de
aminoacidos 16-20 de FGF19 también pueden excluirse. Esta
exclusidn, sin embargo, no aplica QOnde una secuencia tiene,
por ejemplo, 3 residuos FGF21 fusionados a FGF19 que tiene
por ejemplo, cualquiera de GQV, GQV, GDI, o GPI, o 2 residuos
fusionados a FGF21 a cualquiera de WGPI, WGDI, GDPI, WDPI,
WGDI, o WGDP,

Ejemplos particulares no limitantes de las
secuencias de péptidos incluyen o consisten de todo o parte
de una variante de secuencia especificada en la presente como
M1-M98 (SEQ ID NOS: 1-98). Ejemplos adicionales particulares
no limitantes de las secuencias de péptidos incluyen o
consisten de todo o parte de una secuencia establecida como:
HPIPDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAHSLLEIKAVAL
RTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKFrRLPVSLS
SAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK (las secuencias FGF21 también pueden incluir un
residuo “R” en el término amino), o una subsecuencia o
fragmento del mismo; o

DSSPLLOFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTV
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AIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAK
QROLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAV
RSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIK
AVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRL
PVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFEG
LVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
DSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALR
TVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSS
AKQRQLYKRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDL?GHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLE
AVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
RDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVAL
RTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYTWYRSEKHRLPVSLS
SAKQROQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK (M69), o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
RDSSPLLOQWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSA
KQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEA
VRSPSFEK (M52), o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
HPIPDSSPLLOFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAHSLLEIKAVAL

RTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYVYRSEKHRLPVSLS
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SAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK (M3), o una subsecuencia o fragmento del mismo;
HPIPDSSPLLOQFGGQVRQORYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKP
GVIQILGVKTSRFLCOQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHSLPLHLPG
NKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
(M71), o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKP
GVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPG
NKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
(M72), o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKP
GVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPG
NKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVVQDELQGVGGEG
CHMHPENCKTLLTDIDRTHTEKPVWDGITGE (M73), o© una subsecuencia o
fragmento del mismo; o
RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQRQLYKRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK (M1), o una subsecuencia o fragmento del
mismo; o
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIK
AVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRL
PVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFG
LVTGLEAVRSPSFEK (M2), o wuna subsecuencia o fragmento del

mismo; o
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RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEILEDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQROLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK (M3), o una subsecuencia o fragmento del
mismo; o
RDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSA
KQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEA
VRSPSFEK (M48), o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKA
VALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLP
VSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGL
VIGLEA VRSPSFEK (M49), o una subsecuencia o fragmento del
mismo; o
RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVA
LRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEILEDGYNVYRSEKHRLPVSL
SSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSSPLETDSMDPFGLVTG
LEAVRSPSFEK (M50), o una subsecuencia o fragmento del mismo;
o
RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVA
LRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSL
SSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTG
LEAVRSPSFEK (M51), o una subsecuencia o fragmento del mismo;

O

MDSSPLLOQWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
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VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSA
KORQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEA
VRSPSFEK (M53), o una subsecuencia o fragmento del mismo; vy
MRDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRTRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPV
SLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLV
TGLEAVRSPSFEK (M70), o wuna subsecuencia o fragmento del
mismo, o cualquiera de las éecuencias de péptidos anteriores
al residuo terminal R pueden eliminarse.

Ejemplos no limitantes particulares adicionales de
las secuencias de péptidos incluyen o <consisten de:
HPIPDSSPLLOFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAHSLLEIKAVAL
RTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLS
SAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo; o
DSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTV
ATKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAK
ORQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAV
RSPSFEK, ©0 una subsecuencia o fragmento del mismo;
RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo;
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPrRLRHLYTSGPHGLSSCFLRrRADGVVDCARGQSAHSLLEIK

AVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRL
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PVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHELPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFG
LVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del mismo;
DSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALR
TVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEFRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSS
AKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVEPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLE
AVRSPSFEK, © una subsecuencia o fragmento del mismo.

Ejemplos no limitantes particulares adicionales de
las secuencias de péptidos, que tienen en el N-término, una
secuencia de péptidos que incluye o consiste de todo o parte
cualquiera de:

HPIPDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG (M5); DSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG (M6) ;
RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG (M7) ; HPIPDSSPLLOQWGDPIRLRHLYTSG (M8) ;

HPIPDSSPLIQFGWGDPIRLRHLYTSG (M9); HPIPDSSPHVHYGWGDPIRLRHLYTSG (M10) ;

RPLAFSDAGPLLQWGDPIRLRHLYTSG (M11);

RPLAFSDAGPLLQFG WGDPIRLRHLYTSG (M12);

RPLAFSDAGPLLQFGGQVRLRHLYTSG ~ (M13); HPIPDSSPHVHYGGQVRLRHLYTSG  (M14);
RPLAFSDAGPHVHWGDPIRLRHLYTSG (M15) ; RPLAFSDAGPHVHWGDPI
RLRHLYTSG - (M16) ; RPLAFSDAGPHVGWGDPI RLRHLYTSG (M17);
RPLAFSDAGPHYGWGDPIRLRHLYTSG (M18); RPLAFSDAGPVYGWGDPIRLRHLYTSG
(M19) ; RPLAFSDAGPVHGWGDPIRLRHLYTSG (M20);
RPLAFSDAGPVHYWGDPIRLRHLYTSG (M21) ;

RPLAFSDAGPHVHG WGDPIRLRHLYTSG (M22);
RPLAFSDAGPHHGWGDPIRLRHLYTSG  (M23); RPLAFSDAGPHHYWGDPIRLRHLYTSG
(M24) ; RPLAFSDAGPHVYWGDPIRLRHLYTSG (M25);

RPLAFSDSSPLVHWGDPIRLRHLYTSG  (M26); RPLAFSDSSPHVHWGDPIRLRHLYTSG
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(M22); RPLAFSDAGPHVWGDPIRLRHLYTSG (M28); RPLAFSDAGPHVHYWGDPI
RLRHLYTSG (M29); RPLAFSDAGPHVHYAWGDPIRLRHLYTSG (M30):;
RHPIPDSSPLLQFGAQVRLRHLYTSG (MBi); RHPIPDSSPLLOQFGDQVRLRHLYTSG
(M32); RHPIPDSSPLLQFGPQVRLRHLYTSG (M33);
RHPIPDSSPLLQFGGAVRLRHLYTSG (M34); RHPIPDSSPLLQFGGEVRLRHLYTSG
(M35) ; RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSG (M36)
RHPIPDSSPLLQFGGQARLRHLYTSG (M37); RHPIPDSSPLLQFGGQIRLRHLYTSG
(M38) ; RHPIPDSSPLLQFGGQTRLRHLYTSG (M39);
RHPIPDSSPLLOQFGWGQPVRLRHLYTSG (M40) ; DAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSG
(M74); VHYGWGDPIRLRHLYTSG (M75); RLRHLYTSG (M77);
RHPIPDSSPLLQFGWGDPIRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLOWGDPIRLRHLYTSG;
RPLAFSDAGPLLQFGWGDPI RLRHLYTSG; RHPIPDSSPHVHYGWGDPIRLRHLYTSG;
RPLAFSDAGPLLQFGGQVELRHLYTSG; RHPIPDSSPHVHYGGQVRLRHLYTSG;
RPLAFSDAGPHVHYGGDIRLRHLYTSG; RDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG;
RPLAFSDSSPLLOQFGGQVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGAQVRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGPQ VRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGGAVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLOFGGEVRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQEFGGQARLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLOFGGQIRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGGQTRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGWGQPVRLRHLYTSG; y para cualquiera de las
secuencias de péptidos anteriores del residuo R terminal
amino pueden eliminarse

Las secuencias de péptidos de la invencidén incluyen
adicionalmente aquellas con induccién reducida o ausente o

formacién de carcinoma hepatocelular (HCC) comparado con
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FGFl9, o una secuencia variante de FGF19 que tiene cualquiera
de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI,
AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI
sustituido para la secuencia de WGDPI en los aminoidcidos 16-
20 de FGF19. Las secuencias de péptidos de la invencién
también incluyen aquellas con mayor actividad de disminucién
de glucosa comparadas con FGF19, o una secuencia variante de
FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI,
GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI,
WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la secuencia de WGDPI en
los aminoacidos 16-20 de FGF19. Las secuencias de péptidos de
la invencién ademds incluyen aquellas con menos actividad de
incremento de lipidos (por ejemplo, triglicéridos,
colesterol, sin HDL o HDL) comparadas con FGF19, o una
secuencia variante de FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI,
WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI,
WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la
secuencia de WGDPI en los aminodcidos 16-20 de FGF19.
Tipicamente, el numero de aminocacidos o residuos en
una secuencia de péptidos de la invencién tendrd un total
menor que alrededor de 250 (por ejemplo, aminoacidos o
miméticos del mismo). En diversas modalidades particulares,
el numero de residuos comprende alrededor de 20 hasta
alrededor de 200 residuos (por ejemplo, aminodcidos o

miméticos del mismo). En modalidades adicionales, el numero
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de residuos comprénde de alrededor de 50 hasta alrededor de
200 residuos (por ejemplo, aminoadcidos o miméticos del
mismo). En modalidades adicionales, el numero de residuos
comprende de alrededor de 100 hasta alrededor de 195 residuos
(por ejemplo, aminoacidos o miméticos del mismo) en longitud.

Los amincacidos o residuos pueden enlazarse por
amida o por enlaces quimicos o naturales y sin amida que
incluyen, por ejemplo, aquellos formados con glutaraldehido,
ésteres de N-hidroxisuccinimida, maleimidas bifuncionales, o
N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC). Las uniones sin amida
incluyen, por ejemplo, qétometileno, aminometileno, olefina,
éter, tioéter y similares (véase, por ejemplo, Spatola in

Chemistry and Biochemistry of BAmino Acids. Peptides and

Proteins, Vol. 7, pp 267-357 (1983), “Peptide and Backbone
Modifications”, Marcel Decker, NY). Por lo tanto, cuando un
péptido de la invencién incluye una porcién de una secuencia
de FGF19 y una porcién de la secuencia de FG21, las dos
porcicnes necesitan unirse entre si por un enlace amida,
aunque pueden unirse por cualquier otra porcidén quimica o
conjugada juntas mediante una porcién de enlazadora.

La invencidn también incluye subsecuencias,
variantes y formas modificadas de las secuencias de péptidos
ejemplificadas (que incluyen las variantes y subsecuencias
FGF19 y FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1, y las

fusiones y quimeras FGF19/FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y
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la Figura 1), mientras que lo anterior retiene al menos una
actividad o funcién detectable o medible. Por ejemplo,
ciertos péptidos variantes ejemplificados tienen secuencia C-
terminal FGF19, PHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTVAIKGVH
SVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKN
RGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK
en la porcidén C-termina, por ejemplo, después de los residuos
de aminodcidos “TSG” de la variante.

También, ciertos péptidos variantes ejemplificados,
por ejemplo, aquellos que tienen toda o una porcién de’ la
secuencia FGF21 en el término amino, tienen un residuo “R”
colocado en el N-término, el cual puede omitirse.
Similarmente, ciertos péptidos variantes ejemplificados,
incluyen un residuo “M” colocado en el N-término, que puede
adjuntarse a o sustituirse adicionalmente por un residuo
omitido, tal como un résiduo “R”. Mas particularmente, en
diversas modalidades las secuencias de péptidos en el N-
término incluyen cualquiera de: RDSS, DSS, MDSS o MRDSS.
Ademas, en las células cuando un residuo “M” se encuentra
adyacente a un residuo “S”, el residuo “M” puede escindirse
de tal manera que el residuo “M” se elimine de la secuencia
de péptidos, mientras que cuando el residuo “M” se encuentra
adyacente a un residuo “D”, el residuo “M” no puede
escindirse. Por ejemplo, a modo de ejemplo, en diversas

modalidades las secuencias de péptidos incluyen aquellas con



10

L5s

20

25

36

los siguientes residuos en el N-término: MDSSPL, MSDSSPL
(escindido a SDSSPL) y MSSPL. (escindido a SSPL).

Por consiguiente, 1las secuencias de “péptido”,
“polipéptido”, y “proteina” de la invencidén incluyen
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
variantes FGF19 y FGF21 y las subsecuencias listadas en las
Tablas 1-8 y la Figura 1, y fusiones FGF19/FGF2l y quimeras
listadas en las Tablas 1-8 y la E&gﬁra 1, siempre que la
subsecuencia, variante o forma modificada (por ejemplo,
fusidén o quimera) retenga al menos una actividad o funcién
detectable.

Como se utiliza en la presente, el término
"modificar” y variaciones gramaticales de la misma significan
que la composicién se desvia en relacién con una composicién
de referencia, tal como una secuencia de péptidos. Tales
secuencias de péptidos modificadas, &cidos nucleicos y otras
composiciones pueden tener mayor o menor actividad o funcién,
o tener una funcidén o actividad distinta comparada con una
secuencia de péptidos sin modificar de referencia, &cido
nucleico, u otra composicién, o 'puede tener una propiedad
deseable en una proteina formulada por terapia (por ejemplo,
vida media en suero), obtener anticuerpos para su uso en
ensayo de deteccién, y/o para purificacién de proteina. Por
ejemplo, una secuencia de péptidos de la invencidén puede

modificarse para incrementar la vida media, para incrementar
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Ejemplos particulares de tales subsecuencias,
variantes y formas modificadas de las secuencias de péptidos
ejemplificadas en la presente (por ejemplo, una secuencia de
péptidos listada en las Tablas 1-8 y la Figura 1) incluyen
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones/adiciones de uno
0 mas aminoacidos, para o desde el amino término, la carboxi-
término o internamente. Un ejemplo es una sustitucién de un
residuo aminodcido para otro residuo aminodcido dentro de la
secuencia de péptidos. Otro es una eliminacién de uno o mas
residuos de aminodcidos de la secuencia de péptidos, o una
insercién o adicién de uno o mas residuos de aminodcidos en
la secuencia de péptidos.

El numero de residuos sustituidos, eliminados o
insertados/agregados son uno o mis .aminodcidos (por ejemplo,
1-3, 3-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
8o, 80-%90, 90-100, 100-1 10, 110-120, 120-130, 130-140, 140-
150, 150-160, 160-170, 170-180, 180-190, 190-200, 200-225,
225-250, o mas) de una secuencia de péptidos. Por lo tanto,
una Secuencia FGF19 o FGF21 puede tener pocos o muchos
aminoacidos sustituidos, eliminados o insertados/agregados
(por ejemplo, 1-3, 3-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-
60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110, 110-120, 120-130,
130-140, 140-150, 150-160, 160-170, 170-180, 180-190, 190-

200, 200-225, 225-250, o ma&s). Ademds, una Secuencia de
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aminoacidos FGF19 puede incluir o consistir de una secuencia
de aminoacidos de alrededor de 1-3, 3-5, 5-10, 10-20, 20-30,
30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110,
110-120, 120-130, 130-140, 140-150, 150-160, 160-170, 170-
180, 180-190, 190-200, 200-225, 225-250, o mds aminodcidos de
FGF21 ; o un Amino&cido FGF21 o secuencia puede incluir o
consistir de una secuencia de aminodacidos de alrededor de 1-
3, 3-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
80, 80-%0, 90-100, 100-110, .110-120, 120-130, 130-140, 140-
150, 150-160, 160-170, 170-180, 180-190, 190-200, 200-225,
225-250, o ma&s aminodcidos de FGF19.

Los ejemplos especificos de sustituciones incluyen
sustituir un residuo D o un residuo L. Por consiguiente,
aunque los residuos se listan en la configuracién de isdémero
L de aminocadcidos D en cualquier posicién particular o todas
las posiciones de las secuencias de péptidos de la invencién
se incluyen a menos que el isémero D conduzca a una secuencia
que no tiene funcidén detectable o medible.

Los ejemplos especificos adicionales son
sustituciones no conservadoras Y conservadoras. Una
“sustitucidén conservadora” es un remplazo de un aminodcido
por un residuo biolodgica, quimica o estructuralmente similar.
Biolégicamente similar significa que la sustitucién es
compatible con wuna actividéd biolégica, por ejemplo, la

actividad de disminucién de glucosa. Estructuralmente similar
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significa que los aminocdcidos tienen cadenas laterales con
longitud similar, tal como alanina, glicina y serina, o ‘que
tienen tamario similar, o la estructura de una secuencia de
péptido primera, segunda o adicional. Quimica similar que los
residuos tienen la misma carga o ambos son hidrofilicos e
hidrofdbicos. Ejemplos particulares incluyen la sustitucién
de un residuo hidrofébico, tal como isoleucina, valina,
leucina o metionina por otro, o la sustitucién de un residuo
polar por otro, tal como la sustitucién de arginina por
lisina, acido glutédmico por aspartico, o glutamina por
asparagina, serina por treonina, etc. Los ensayos de rutina
pueden utilizarse para determinar si una forma de
subsecuencia variante o modificada tiene actividad, por
ejemplo, actividad de disminucién de glucosa.

Ejemplos particulares de formas de subsecuencias
variantes y modificadas de 1las secuencias de péptidos
ejemplificadas en la presente (por ejemplo, una secuencia de
péptidos listada en las Tablas 1-8 y la Figura 1) tiene 50%-
60%, 60%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, B85%-90%, 90%-95%, o
96%, 97%, 98%, o 99% de identidad en una secuencia de
péptidos de referencia (por ejemplo, una secuencia de
péptidos en cualquiera de las Tablas 1-8 y la Figura 1 ). El
término “identidad” y “homologia” y variaciones gramaticales
de los mismos significan que dos o mas entidades de

referencia son las mismas. Por lo tanto, donde dos secuencias
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de aminoadcidos son idénticas, tienen la secuencia de
aminoacidos idéntica. Las “areas, regiones o dominios de
identidad” significan que una porcién de dos o mas entidades
de referencia son las mismas. Por lo tanto, en donde dos
secuencias de aminoacidos son idénticas u homélogas sobre una
0 mas regiones de secuencia, comparten la identidad en estas
regiones.

El grado de identidad entre dos secuencias puede
determinarse utilizando un programa .de computadora vy
algoritmo matematico conocido en la técnica. Tales algoritmos
calculan el porcentaje de identidad de secuencia (homologia)
generalmente cuenta los espacios libres y desajustes de la
secuencia sobre la regién de comparacién. Por ejemplo, un
algoritmo de bisqueda BLAST (por ejemplo, BLAST 2.0) (véase,
por ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990),
publicamente disponible a través de NCBI) tiene pardmetros de
bisqueda ejemplares como sigue: Punto de Coincidencia -2;
abertura de espacio 5; extenéién de espacio 2. Para las
comparaciones de secuencia de péptidos, a un algoritmo BLASTP
se utiliza tipicamente en combinacién con una matriz de
puntaje, tal como PAM100, PAM 250, BLOSUM 62 o BLOSUM 50. Los
programas de comparacién de secuencia FASTA (por ejemplo,
FASTA2 'y FASTA3) y SSEARCH también se utilizan para
cuantificar el grado de identidad (Pearson et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); Pearson, Methods Mol
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Biol. 132: 185 (2000); and Smith et al., J. Mol. Biol. 147:
185 (1981)). Los programas para cuantificar la similaridad
estructural de la proteina utilizando la correlacién
topoldgica basada en Delaunay también se ha desarrollado
(Bostick et al., Biochem Biophys Res Commun. 304:320 (2003)).

En las secuencias de péptidos de la invencién, que
incluyen subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas en la presente (por
ejemplo, secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1)
un “aminoacido” o} “residuo” incluye alfa-aminoacidos
convencionales asi como también beta-aminodcidos, alfa,
aminodcidos alfa disustituidos y aminodcidos N-sustituidos en
donde por lo menos una cadena lateral es una porcién de
cadena lateral de aminodcido como se define en la presente.
Un “aminoacido” ademds incluye N-alquilo alfa-aminodcidos, en
donde el grupo amino N-término tiene un sustituyente alquilo
lineal o ramificado de C; a Cg4. El término “aminocacido” por
lo tanto incluye estereoisdémeros y modificaciones de
aminodcidos de proteina de origen natural, aminodcidos ‘'sin
proteina, aminoacidos post-translacionalmente modificados
(por ejemplo, por glicosilacién, fosforilacién, escisién de
éster o amida, etc.), aminoacidos enzimaticamente modificados
o sintetizados, aminoacidos derivados, constructos o
estructuras disenadas para imitar los aminoacidos,

aminoacidos con una porcién de cadena lateral modificada,
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derivada de porciones de origen natural, o sintéticas, o que
no son de origen natural, etc. Los aminodcidos modificados e
inusuales se incluyen en las secuencias de péptidos de 1la

invencién (véase, por ejemplo, en Synthetic Peptides: A

User’'s Guide; Hruby et al, Biochem. J. 268:249 (1990); and

Toniolo €, Int. J. Péptids Pfotein Res. 35:287 (1990)).
Ademas, se incluyen grupos de proteccién vy
modificacién de aminodcidos. El término “porcién de cadena
lateral de aminodcido” como se utiliza en la presente incluye
cualquier cadena lateral de cualquier aminodcido, como se
define en la presente término “aminodcido”. Esto por lo tanto
incluye la porcidén de cadena lateral en aminodcidos de origen
natural. Se incluyen ademds porciones de cadena lateral en
aminoacidos de origen natural modificados como se establece
en la presente y se conoce por alguien con experiencia en la
técnica, tal como 1las porciones de cadena lateral en
estereoisémeros y modificaciones de aminodcidos de proteina
de origen natural, aminodcidos sin proteina, aminoacidos
post-translacionalmente modificados, aminoacidos
enzimaticamente modificados o sintetizados, aminoacidos
derivatizados, constructos o estructuras disefiadas para
imitar los aminoacidos, etc. Por ejemplo, la porcién de
cadena lateral de cualquier aminodcido descrito en la
presente o conocido por alguien con experiencia en la técnica

se incluye dentro de la definicién.
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Un %“derivado de una porcién de cadena lateral de
aminodcido” se incluye dentro de la definicién de una porcién
de cadena lateral de aminodcido. Ejemplos no limitantes de
porciones de cadena lateral de aminodcidos incluyen, por
ejemplo: (a) agregar unoc o més_étomos de carbono saturados o
insaturados en una cadena alquilo, arilo o aralquilo
existente; (b) sustituir un carbono en la cadena lateral con
otro atomo, de preferencia oxigeno o nitrégeno; (c) agregar
un grupo terminal a un &tomo de carbono de la cadena lateral,
incluyendo metilo (--CH3), metoxi (--OCH3), nitro (-=-NO2),
hidroxilo (--OH), o ciano (--C=N); (d) para porciones de
cadena lateral incluir uno de los grupos hidroxi, tiol o
amino, agregar un grupo protector hidroxi, tiol o amino
adecuado; o (e) para porciones de cadena lateral incluir una
estructura de anillo, agregar uno o m&s sustituyentes en el
anillo, que incluyen grupos hidroxilo, halégeno, alquilo, o
arilo unidos directamente o a través de un ligamento de éter.
Para grupos amino, los grupos protectores adecuados se
conocen por el técnico especializado. Siempre gque tal
derivatizacién proporcione una actividad deseada en la
secuencia de peéptidos final (por ejemplo, disminucién de
glucosa, metabolismo de glucosa o lipido mejorada, actividad
anti-diabética, ausencia de formacién de HCC sustancial o
tumorigénesis, ausencia de modulacién sustancial de la masa

magra o grasa, etc.}.
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Una “porcidén de cadena lateral de aminodcido”
incluye toda la derivatizacién, y los ejemplos no limitantes
particulares incluyen: acido gamma-amino butirico, &cido 12-
amino dodecanoico, acido alfa-aminoisobutirico, &cido 6-amino
hexanoico, é&cido 4-(aminometil)-ciclohexan carboxilico, acido
8-amino octanoico, bifenilalanina, Boc--t-butoxicarbonilo,
bencilo, benzoilo, citrulina, dcido diaminobutirico,
pirrolisina, acido diaminopropiénico, 3,3-difenilalanina,
ortonina, citrulina, acido 1,3-dihidro-2H-
isoindolcarboxilico, etilo, Fmoc--fluorenilmetoxicarbonilo,
heptanoilo de (CH3--(CH2).sub.5--C(=0)--), hexanoilo de (CH3-
—(CH2)4——C(=Q)—), homoarginina, homocisteina, homolisina,
homofenilalanina, homosefina, metiloc, sulféxido de metionina,
sulfona de metionina, norvalina (NVA), fenilglicina, propilo,
isopropilo, sarcosina (SAR), ter-butilalanina, Y
benciloxicarbonilo.

Un aminoacido simple, que incluye estereoisémeros vy
modificaciones de aminodcidos de proteina de origen natural,
aminodcidos sin proteina, aminodcidos post-translacionalmente
modificados, aminocacidos enzimaticamente sintetizados,
aminoacidos que no son de origen natural que incluyen
aminoacidos derivatizados, un aminoéacido alfa, alfa
disustituido derivado de cuaiquiera de lo anterior (es decir,
un aminodcido alfa, alfa disustituido , en donde al menos una

cadena lateral es la misma que aquella del residuo del cual
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se deriva), un beta-aminodcido derivado de cualquiera de 1lo
anterior (es decir, un beta-aminoacido con 1la presencia de un
beta-carbono o de otra forma el mismo como el residuo del
cual se deriva) etc., que incluye todo lo anterior pueden
denominarse en la presente como un “residuo”. Los
sustituyentes adecuados, ademds de la porcién de cadena
lateral del alfa-aminodcido, incluyen alquilo 1lineal o
ramificado Cl a C6. Aib es un ejemplo de un aminodcido alfa,
alfa disustituido. Aunque los aminodcidos alfa, alfa
disustituidos pueden denominarse para utilizar referencias L
y D 1isoméricas convencionales, se entendera que tales
referencias son para conveniencia, y que donde los
sustituyentes en la posicidén alfa son diferentes, tal
aminoacido puede denominarse intercambiablemente como un
aminodcido alfa, alfa disustituido derivado de L- o D-
isémero, cuando sea apropiado, de un residuo con la porcidén
de cadena lateral de amincdcide disefiada. Por lo tanto, el
acido (8)-2-Amino-2-metil-hexanoico puede denominarse ya sea
como un aminodcido alfa, alfa disustituido derivado de L-Nle
(norleucina) o comc un aminodcido alfa, alfa disustituido
derivado de D-Ala. Similarmente, Aib puede denominarse como
un aminoacido alfa, alfa disustituido derivado de Ala.
Siempre que se proporciona. un aminodcido alfa, alfa
disustituido, se entendera que incluye todas las

configuraciones (R) y (S) de los mismos.
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Un “aminocdcido N-sustituido” incluye cualquier
aminoadcido en donde una porcién de cadena lateral de
aminodcido se enlaza covaleﬁtemente al grupo amino de
estructura principal, opcionalmente donde no existen
sustituyentes distintos de H en la posicién alfa-carbono. La
sarcosina es un ejemplo de un aminod&cido N-sustituido. A modo
de ejemplo, la sarcosina puede denominarse como un derivado
aminoacido N-sustituido de Ala, en el que la porcién de
cadena lateral de aminodcido de sarcosina y Ala es la misma,
es decir, metilo.

Modificaciones covalentes de las secuencias de
péptidos de la invencién, que incluyen subsecuencias,
variantes y formas modificadas de las secuencias de péptidos
ejemplificadas en la presente (por ejemplo, las secuencias
listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1), se incluyen en la
invencién. Un tipo de modificacién covalente incluye hacer
reaccionar los residuos de aminodcidos objetivos con un
agente de derivacién orgénica que es capaz de reaccionar con
las cadenas laterales seleccionadas o los residuos N- o C-
terminales del péptido. La derivatizacién con agentes
bifuncionales es dtil, por ejemplo, para la reticulacién del
péptido a matriz o superficie de soporte insoluble en agua
para su uso en el método para purificar anticuerpos anti-
péptido, y viceversa. Los agentes de reticulacién comUnmente

utilizados incluyen, por ejemplo, 1,l-bis(diazoacetil)-2-
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feniletano, glutaraldehido, ésteres N-hidroxisuccinida, por
ejemplo, ésteres con &cido 4-acidosalicilico, imidoésteres
homobifuncionales, que incluyen ésteres disuccinimidilo tales
como 3,3"-ditiobis (succinimidilpropionato), maleimidas
funcionales tales comoc bis-N-maleimido-1,8-octano vy agentes
tales como metilo-3-[ (p-acidofenil)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen deamidacién de
residuos glutaminile y asparaginilo para los residuos
glutamilo y aspartilo correspondientes, respectivamente, la
hidroxilacién de prolina y 1lisina, fosforilacién de los
grupos hidroxilo de los residuos serilo o treonilo,

metilacién de los grupos alfa-amino de las cadenas laterales

lisina, arginina, e histidina (T. E. Creighton, Proteins:

Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San

Francisco, pp. 79-86 (1983)), la acetilacién de la amina N-
terminal, amidacién de cualquier grupo carboxilo C-terminal,
etc.

Las secuencias de péptidos ejemplificadas, v
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas en la presente (por
ejemplo, secuencias listadas en las Tablgs 1-8 y la Figura
1), también pueden incluir alteraciones de la estructura
principal para estabilidad, derivados, y peptidomiméticos. El
término “peptidomimético” incluye una molécula que es una

imitacién de un residuo (denominada como “mimético”), que
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incluye pero no se limita a moléculas de nucleo piperazina,
moléculas de nucleo ceto-piperazina y moléculas de nutcleo
diazepina. A menos que se especifique 1lo contrario, un
aminodcido mimético de una secuepcia de péptidos de 1la
invencién incluye ambos de un grupo carboxilo y grupo amino,
Y un grupo que corresponde a una cadena lateral de
aminoacido, o en el caso de un mimético de Glicina, cadena
lateral distinta de hidrégeno.

A modo de ejemplo, esto puede incluir compuestos
que imiten los estéricos, distribucién de carga de
superficie, polaridad, etc., de un aminodcido de origen
natural, aunque no necesita ser un aminoacido, lo cual podria
impartir estabilidad en el sistema biolégico. Por ejemplo, la
Prolina puede sustituirse por otras lactamas o lactonas de
tamanio y sustitucién adecuados; la Leucina puede sustituirse
por un alquilcetona, amida N-sustituida, asi como también
variaciones en la longitud de cadena lateral de aminodcido
utilizando alquilo, alguenilo u otros sustituyentes, otros
pueden ser aparentes para los técnicos especializados. El
elemento esencial para hacer tales sustituciones es
proporcionar una molécula de aproximadamente el mismo tamario
y carga y configuracién como el residuo utilizado para
diseflar la molécula. El refinamiento de estas modificaciones
se harda al analizar los compuestos en un ensayo funcional

(por ejemplo, disminucién de glucosa) u otro ensayo, Vy
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comparar la relacién de estructura-actividad. Tales métodos
se encuentran dentro del alcance del trabajo del técnico
especializado en el desarrollo de quimica medicinal vy
farmacos.

Otro tipo de modificacién de 1las secuencias de
péptidos de la invencién, que incluye subsecuencias,
variantes de secuencia y formas modificadas de las secuencias
de péptidos ejemplificadas (que incluyen los péptidos
listados en 1las Tablas 1-8 vy 1la Figura 1), es la
glicosilacién. Como se utiliza en la presente, se denomina
ampliacién “glicosilacién” a la presencia, adicién o conexién
de una o mas porciones de azlUcar (por ejemplo, carbohidratos)
a las proteinas, lipidos o u otras moléculas organicas. El
uso del término “diglicosilacién” en la presente se pretende
generalmente para significar la remocién o eliminacién de una
© mas porciones de azucar (por ejemplo, carbohidratos).
Ademéas, la frase incluye cambiocs cualitativos en 1la
glicosilacién de las proteinas nativas que implican un cambio
en el tipo y proporciones (cantidad) de diversas porciones de
azucar (por ejemplo, carbohidratos) presentes.

La glicosilacién puede lograrse por la modificacién
de un residuo aminodcido, o al agregar uno o mas sitios de
glicosilacién que pueden o no estar presentes en la secuencia
nativa. Por ejemplo, de caracter no glicosilado puede

sustituirse por un residuo que puede glicosilarse. La adicién
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de sitios de glicosilacién puede lograrse al alterar la
secuencia de aminodcidos. La alteracién a la secuencia de
péptidos puede hacerse, por ejemplo, por la adicién de, o
sustitucién por, uno o mas residuos de serina o treonina
(para sitios de glicosilacidén O-enlazados) o residuos
asparagina (para sitios de glicosilacién N-enlazados). Las
estructuras de oligosacéridos N-enlazados y O-enlazados y los
residuos de aztcar encontrados en cada tipo pueden ser
diferentes. Un tipo de azlcar que se encuentra comunmente en
ambos es el &acido N-acetilneuraminico (de aqui en adelante
denominado como A&cido sidlico). El 4&cido sidlico es
usualmente el residuo terminal de ambos oligosacaridos N-
enlazados y O-enlazados y, por virtud de su carga negativa,
pueden conferir propiedades acidicas a la glicoproteina.

Las secuencias de péptidos de la invencidén pueden
alterarse opcionalmente a través de cambios en el nivel de
nucleétido (por ejemplo, ADN), particularmente al mutar el
ADN que codifica el péptido en bases preseleccionadas tales
como codones se generan de manera gue sé trasladaran hacia
los aminodcidos deseados. Otros medios para incrementar el
numero de porciones de carbohidrato sobre el péptido es por
el acoplamiento quimico o enzimético de glicédésidos en el
polipéptido (véase, por ejemplo, en WO 87/05330). Puede
lograrse la desglicosilacién al remover el sitio de

glicosilacién subyacente, la supresién de glicosilacién por



10

155

20

29

51

medios quimicos y/o enzimdticos, o por la sustitucién de
codones que codifican los residuos de aminodcidos que se
encuentran glicosilados. Se conocen técnicas de
desglicosilacién quimica y escisién enzimatica de porciones
de carbohidrato en polipéptidos que pueden lograrse por el
uso de una variedad de endo- y exo-glicosidasas.

Diversas lineas celulares pueden utilizarse para
producir proteinas que se encuentran glicosiladas. Un ejemplo
no limitante es células reductasa de Ovario de Hamster Chino
(CHO) deficiente Dihidrofolato reductasa (DHFR), que son una
célula huésped cominmente utilizada para la produccién de
proteinas recombinantes. Estas células no expresan la enzima
beta-galactosida de alfa-2,6-sialiltransferasa y por lo tanto
no agregan acido sidlico en el ligamento alfa-2,6 a los
oligosacaridos N-enlazados de glicoproteinas producidas en
estas células.

Otro tipo de modificacién es conjugar (por ejemplo,
enlazar) uno o mas componentes adicionales o moléculas en N-
y/o C-término de una secuencia de péptidos de la invencién,
tal como otra proteina (por ejemplo, una proteina que tiene
una secuencia de aminodcidos heterdloga a la proteina
objeto), o una molécula portadora. Por lo tanto, la secuencia
de péptido ejemplar puede conjugarse con otro componente o

molécula.

En ciertas modalidades, el amino- o carboxi-término
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con una regién Fc de inmunoglobulina (por ejemplo, Fc humana)
para formar un conjugado de fusién (o molécula de fusidn).
Los conjugados de fusidén Fc pueden incrementar la vida media
de los productos biofarmacéuticos, y por lo tanto el producto
biofarmacéutico puede tener actividad prolongada o requerir
menos administracién frecuente. Se enlaza al receptor Fc
neonatal (FcRn) en células endoteliales que recubren los
vasos sanguineos, y, tras la unidén, la molécula de fusidn Fc
se protege de la degradacién y se vvelve a liberar en la
circulacién manteniendo a la molécula en una mayor
circulacién. Este enlace Fc se cree que es mecanismo por el
cual el IgG endbgeno conserva su vida medio de plasma
prolongada. Los farmacos de Fc bien conocidos y validados
consisten de dos copias de un producto biofarmacéutico
enlazado a la regidén Fc de un anticuerpo para mejorar la
farmacocinética, solubilidad y eficiencia de produccién. Mas
recientemente la tecnologia de fusién de Fc enlaza una copia
simple de un producto biofarmacéutico a la regién Fc de un
anticuerpo para optimizar las propiedades farmacocinéticas vy
farmacodinamicas del producto biofarmacéutico cuando se
compara con los conjugados de fusién Fc tradicionales.

Una modificacidén conjugada puede utilizarse para
producir una secuencia de péptidos que retiene la actividad

con una funcidén adicional o complementaria o actividad de la
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segunda molécula. Por ejemplo, una secuencia de péptidos
puede conjugarse a una molécula, por ejemplo, para facilitar
la solubilidad, almacenar, vida media in vivo o en anaquel o
estabilidad, reduccién en inmunogenicidad, retardo ' o
liberacién controlada in vivo, wetc. Otras funciones o
actividades incluyen un conjugado que reduce la toxicidad en
relacién con la secuencia de péptidos no conjugada, un
conjugado que se dirige a un tipo de célula u organismo mas
eficientemente que una secuencia de péptidos no conjugada, o
un farmaco para contra:restar adicionalmente las causas o
efectos asociados con un trastorno o enfermedad como se
establece en la presente (por ejemplo, diabetes).

La efectividad clinica de la terapéutica de la
proteina puede limitarse por una corta vida media en plasma y
susceptibilidad a 1la degradacién. Estudios de diversas
proteinas terapéuticas han mostrado que diversas
modificaciones, incluyendo 1la conjugacién o enlace a la
secuencia de péptidos a cualquiera de wuna variedad de
polimeros no proteindceos, por ejemplo, polietilenglicol
(PEG), polipropilenglicol, o polioxialquilenos (véase, por
ejemplo, tipicamente mediante una porcién de enlace
covalentemente unida a ambos de la proteina y el polimero no
proteinaceo (por ejemplo, una PEG) puede prolongar la vida
media. Tales biomoléculas PEG conjugadas se ha mostrado gque

poseen propiedades clinicamente utiles, incluyendo mejor
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estabilidad fisica \% térmica, proteccién contra la
susceptibilidad a 1la degradacién enzimatica, solubilidad
incrementada, vida media en <circulacién in vivo mas
prolongada \% supresion disminuida, inmunogenicidad y
antigenicidad reducidas, y toxicidad reducida.

Los PEG adecuados para la conjugacién a una
secuencia de péptidos de la invencién generalmente es soluble
en agua a temperatura ambiente y tienen la férmula general
R (O-CHz-CH;) ,0-R, en donde R es hidrégeno o un grupo protector
tal como un alquilo o un grupo alcanol, y en donde n es un
numero entero de 1 a 1000. Cuando R es un grupo protector,
tiene generalmente de 1 a 8 carbonos. El PEG conjugado a la
secuencia de péptidos puede ser lineal o ramificado. Los
derivados de PEG ramificados, los “PEG de estrella” y los PEG
de mualtiples brazos se .incluyen en la invencién. Un peso
molecular del PEG utilizado en la invencién no se restringe a
ninglin margen particular, aunque ciertas modalidades tienen
un pesc molecular entre 500 y 20,000 aunque otras modalidades
tienen un peso molecular entre 4,000 y 10,000.

La invencién incluye composiciones de conjugados en
donde los PEG tienen valores “n” diferentes y por lo tanto
los diversos PEG diferentes se encuentran presentes en
relaciones especificas. Por ejemplo, algunas composiciones
comprenden una mezcla de conjugados en donde n=1, 2, 3 y 4.

En algunas composiciones, el porcentaje de conjugados en
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donde n=1 es 18-25%, el porcentaje de conjugados en donde n=2
es 50-66%, el porcentaje de conjugados en donde n=3 es 12-
16%, y el porcentaje de conjugados en donde n=4 es hasta 5%.
Estas composiciones pueden producirse por las condiciones de
reaccién y métodos de purificacidén conocidos en la técnica.

PEG puede enlazar directa o indirectamente (por
ejemplo, a través de un intermediarioc) a las secuencias de
péptidos de 1la invencién. Por ejemplo, en una modalidad,
enlace PEG mediante un grupo reactivo terminal (un
“espaciador”. El espaciador, es, por ejemplo, un grupo
reactivo terminal que media un enlace entfe los grupos amino
0 carboxilo libres de una o mas de las secuencias de péptidos
y polietilenglicol. El PEG que tiene el espaciador el eual
puede unirse al grupo émino libre incluye
polietilenglicol N-hidroxisuccinilimida el cual puede
prepararse al activar el éster de A4acido succinico de
polietilenglicol con N-hidroxisuccinilimida. Otro
polietilenglicol activado el cual puede enlazarse al grupo
amino libre es 2,4-bis(O-metoxipolietilenglicol)-6-cloro-s-
triazina el cual puede prepafarse al hacer reaccionar el
monometiléter de polietilenglicol con cloro de cianuro. El
polietilenglicol activadoc el <cual se enlaza al grupo
carboxilo libre incluye polioxietilendiamina.

La conjugacién de una o més de secuencias de

péptidos de la invencién para PEG que tiene un espaciador
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puede llevarse a cabo por diversos métodos convencionales.
Por ejemplo, la reaccién de conjugacién puede llevarse a cabo
en solucidén en un pH de desde 5 a 10, a temperatura de 4°C a
temperatura ambiente, durante 30 minutos a 20  horas,
utilizando una reaccién de reactivo a proteina de 4:1 a 30:1.
Las condiciones de reaccién pueden seleccionarse para dirigir
la reaccidn hacia la produccién predominantemente de un grado
deseado de sustitucién. En general, la baja temperatura, bajo
pH (por ejemplo, pH=5), y el corto tiempo de reaccidén tienden
a disminuir el numero de PEG conectados, mientras que la alta
temperatura, neutro a alto pH (por ejemplo, pH>7), y un mayor
tiempo de reaccién tienden a incrementar el numero de los PEG
conectados. Diversos métodos conocidos en la técnica pueden
utilizarse para terminar la reaccién. En algunas modalidades
la reaccién se termina al acidificar la mezcla de reaccién y
la congelacién a por ejemplo, -20°C.

Las secuencias de péptidos de la invencién 'que
incluyen subsecuencias, variantes de secuencia y formas
modificadas de las secuencias de péptidos ejemplificadas (que
incluyen los péptidos listados en las Tablas 1-8 y la Figura
1), ademas incluyen la conjugacién para macromoléculas
grandes, altamente metabolizadas tales como proteinas;
polisacaridos, tales como sefarosa, agarosa, celulosa,
cuentas de celulosa; aminodcidos poliméricos tales como &cido

poliglutamico, polilisina; copolimeros de aminoacidos;
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particulas de virus inactivado; toxinas bacterianas
inactivadas tales como toxcides de difteria, tétanos, cdlera,
moléculas de leucotoxina; bacterias inactivadas; y celulas
dendriticas. Tales formas conjugadas, si se desea, pueden
utilizarse para producir anticuerpos contra secuencias de
péptidos de la invencidn.

Los componentes adecuados adicionales y moléculas
para la conjugacidén incluyen, por ejemplo, tiroglobulina;
albﬁminasltales como albimina de suero humano (HSA); toxoide
de tétano; toxoide de Difteria; poliaminoacidos tales como
poli(D-lisina:acido D-glutémico); polipéptidos de VP6 de
rotavirus; hemaglutinina de virus de influenza,
nucleoproteina de virus de influenza; Hemocianina de Lapa
Californiana (KLH); vy proteina del ntcleo de virus de
hepatitis B y antigeno de superficie; o cualquier combinacién
de los anteriores.

La fusidén de albumina a una secuencia de péptidos
de la invencién puede por ejemplo, lograrse por manipulacién
genética, de tal manera que el ADN que codifica para HSA
(albimina de suero humano), o un fragmento del mismo, se une
al ADN que codifica para una secuencia de péptidos. Por lo
tanto, después de esto, puede transformarse o transfectarse
un huésped adecuado con la secuencia de nucleétido fusionado
en la forma de por ejemplo, un pléasmido adecuado, para

expresar un polipéptido de fusidén. La expresidén puede
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efectuarse 1in vitro a partir de, por ejemplo, células
procariéticas o eucariéticas, o in vivo a partir de por
ejemplo, un organismo transgénico. En algunas modalidades de
la invencidén, la expresién de la proteina de fusién se
realiza en lineas celulares de mamifero, por ejemplo, lineas
celulares de CHO.

Medios adicionales para proteinas objetivo
genéticamente fusionadas o péptidos para albUmina incluyen
una tecnologia conocida como Albufuse® (Novozymes Biopharma
A/S; Dinamarca), y las secuencias de péptidos terapéuticas
conjugadas frecuentemente se vuelven mucho mas efectivas con
mejor absorcién en el cuerpo. La tecnologia se ha utilizado
comercialmente para producir Albuferon® (Human  Genome
Sciences); una combinacién de albimina e interferén o-2B
utilizado para tratar infeccién de hepatitis C.

Otra modalidad implica el wuso de uno o mas
anticuerpos de dominio humano (dAb). Los dAb son las unidades
de enlace funcionales més pequefias de los anticuerpos humanos
(IgG) y tienen estabilidad favorable y caracteristicas de
solubilidad. La tecnologia implica un conjugado de dAb(s) a
HSA (por lo que forma un “AlbudAb”; véase, por ejemplo,
EP1517921B, W02005/118642 y WO02006/051288) y una molécula de
interés (por ejemplo, una secuencia de péptidos de la
invencién). Los AlbudAb a menudo son mas pequefios y mas

faciles de fabricar en sistemas de expresién microbiana, tal
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como bacterias o levaduras, que las tecnologias actuales
utilizadas para extender la vida media del suero de los
péptidos. Cuando HSA tiene una vida media de alrededor de
tres meses, la molécula conjugada resultante mejora la vida
media. El uso de la tecnologia de dAb también puede mejorar
la eficacia de la molécula de interés.

Componentes y moléculas adecuados adicionales para
la conjugacidén incluyen aquellos adecuados para aislamiento o
purificacién. Ejemplos no limitantes particulares incluyen
moléculas de enlace, tales como biotina (par de enlace
especifico de biotina-avidina), un anticuerpo, un receptor,
un ligando, una lectina, o moléculas que comprenden un
soporte sdélido, que incluyen por ejemplo, cuentas de pléstico
o poliestireno, placas o cuentas, cuentas magnéticas, cintas
de prueba y membranas.

Los métodos de purificacién tales como la
cromatografia de intercambio catiénico pueden utilizarse para
conjugar por separado por diferencias de carga, lo cual
separa efectivamente los conjugados en sus diversos pesos
moleculares. Por ejemplo, la columna de intercambio catiénico
puede cargarse y después lavarse con ~20 mM acetato de sodio,
pH ~4, y después eluirse con un gradiente de NaCl lineal (OM
a 0.5M) conjugado a un pH de 3 a 5.5, de preferencia a pH
~4.5. El1 contenido de 1las fracciones obtenidas por la

cromatografia de intercambio catiénico puede identificarse
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por el peso molecular utilizando los métodos convencionales,
por ejemplo, espectroscopia de masa, SDS-PAGE, u otros
métodos conocidos para separar las entidades moleculares por
peso molecular. Se identifica entonces por consiguiente una
fraccién que contiene el conjugado que tiene el nulmero
deseado de los PEG conectados, purificados, 1libres de
secuencias de protelina rua'modificadas y de conjugados gue
tienen otros numeros de los PEG conectados.

En aun otras modalidades, la secuencia de péptidos
de la invencién se enlaza a un agente quimico (por ejemplo,
un agente de inmunotoxina o quimioterapéutico), que incluye,
pero no se limita a, agente citotéxico, que incluye taxol,
citocalasina B, gramicidina D, mitomicina, etopdsido,
tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorubicina, daunorubicina, y andlogos u homdélogos de los
mismos. Otros agentes quimicos incluyen, por ejemplo,
antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina,
6- tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbazina);
agentes de alquilacidén (por ejemplo, mecloretamina,
carmustina y lomustina, ciclofosfamida, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina Ey V%
cisplatina); antibidéticos (por ejemplo, bleomicina) ; y
agentes anti-mitoéticos (por ejemplo, vincristina y
vinblastina). Las citotoxinas pueden conjugarse en un péptido

de la invencién utilizando tecnologia de enlazador conocida
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en el arte y descrita en la presente.

Los componentes y moléculas adecuados adicionales
para conjugacién incluyen aquellos adecuados para la
deteccidén en un ensayo. Ejemplos no limitantes particulares
incluyen etiquetas detectables, talgs como radioisoétopos (por
ejemplo, '¥°1; *s, 3?p; *P), una enzima que genera un producto
detectable (por ejemplo, luciferasa, f-galactosidasa,
peroxidasa de rabanoc y fosfatasa alcalina), una proteina
fluorescente, una proteina cromogénica, tinte (por ejemplo,
isotiocianato de fluoresceina); metales que emiten
fluorescencia (por ejemplo, 152pu) ; compuestos
quimiocluminiscentes (por ejemplo, luminol y sales de
acridinio); compuestos bioluminescentes (por ejemplo,
luciferina); y proteinas fluorescentes. Las etiquetas
indirectas incluyen anticuerpos etiquetados o detectables que
enlazan una secuencia de péptidos, en donde el anticuerpo
puede detectarse.

En ciertas modalidades, una secuencia de péptidos
de la invencidén se conjuga a un isdtopo radioactivo para
generar un radiofarmacéutico citotéxico
(radioinmunoconjugados) Util como un agente de diagndstico o
terapéutico. Ejemplos de tales isétopos radioactivos
incluyen, pero no se limitan a, vyodo*® indio!!; itrio®® Y
lutecio'’’. Métodos para preparar radioinmunoconjugados se

conocen por el tecnice experimentado. Ejemplos de
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radioinmunoconjugados  que se encuentran comercialmente
disponibles incluye ibritumomab, tiuxetén,'y tositumomab.
Otros medios y métodos incluidos en la invencidn
para prolongar la vida media de circulaciédn, incrementar'la
estabilidad, reducir el espacio o alterar la inmunogenicidad
o alergenicidad de una secuencia de péptidos de la invenciédn
implica la modificacién de la secuencia de péptidos por
hecilacién, la cual utiliza derivados de almiddén hidroxietilo
enlazados a otras  mocléculas para modificar las
caracteristicas de la molécula. Varios aspectos de hecilacién
se describen en, por ejemplo,‘las Solicitudes de Patente de
los Estados Unidos Nos. 2007/0134197 y 2006/0258607.
Cualquiera de los componentes y moléculas
anteriores utilizadas para modificar las secuencias de
péptidos de 1la invencién pueden conjugarse opcionalmente
mediante un enlazador. Los enlazadores adecuados incluyen
“enlazadores flexibles” que son generalmente de longitud
suficiente para permitir algun movimiento entre las
secuencias de péptidos modificadas y los componentes vy
moléculas enlazados. Las moléculas enlazadoras se encuentran
generalmente alrededor de 6-50 A&tomos de longitud. Las
moléculas enlazadoras también pueden ser, por ejemplo, arilo
acetileno, oligémeros de etilenglicol gque contienen 2-10
unidades monoméricas, diaminas, diacidas, aminoacidos, o

combinaciones de los mismos. Los enlazadores adecuados pueden
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seleccionarse facilmente y pueden ser de cualquier longitud
adecuada, tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 10-20, 20-
30, 30-50 aminoacidos (por ejemplo, Gly).

Los enlazadores flexibles ejemplares incluyen
polimeros de glicina (G),, polimeros de glicina-serina (por
ejemplo, (GS),, GSGGS, y GGGS,, en donde n es un numero entero
de al menos uno), polimeros de glicina-alanina, polimeros de
alanina-serina, y otros enlazadores flexibles. Los poliméros
de glicina y glicina-serina no se encuentran relativamente
estructurados, y por lo tanto pueden servir como un amarre
neutral entre los. Los enlazadores flexibles ejemplares
incluyen, pero no se limitan a GGSG, GGSGG, GSGSG, GSGGG,
GGGSG, y GSSSG.

Las secuencias de péptidos de la invencién, que
incluyen las variantes FGF19 y FGF21 y subsecuencias y las
fusiones y quimeras FGF19/FGF21 listadas en las Tablas 1-8 vy
la Figura 1, asi como también subsecuencias, variantes de
secuencia y formas modificadas de las secuencias listadas en
las Tablas 1-8 y la Figura 1 tienen una o mas actividades
como se establece en la presente. Un ejemplo de una actividad
es la actividad de disminucién de glucosa. Otro ejemplo de
una actividad es la estimulacidén o formacidén reducida de
carcinoma hepatocelular (HCC), por ejemplo, cuando se compara
con FGF19. Un ejemplo adicioﬁal de una actividad es el lipido

disminuido o reducido (por ejemplo, triglicéridos,
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colesterol, sin HDL) o HDL que incrementa la actividad, por
ejemplo, cuando se compara con FGF21l. Un ejemplo adicional de
una actividad es una masa muscular magra inferior o reducida
que reduce la actividad, por ejemplo, cuando se compara con
FGF21. AUn otro ejemplo de una actividad se une al receptor-4
del factor de crecimiento de fibroblasto (FGFR4), o activar
FGFR4, por ejemplo, las secuencias de péptidos que se enlazan
a FGFR4 con una afinidad comparable a o mayor que la afinidad
de enlace FGF19 para FGFR4; y las secuencias de péptidos que
activan FGFR4 a un grado o cantidad comparable a o mayor que
FGF19 activa FGFR4. AUn ejemplos adicionales de actividades
incluyen la regulacién descendente o reduccién de la
expresién del gen aldo-ceto reductasa, por ejemplo, comparado
con FGF1l9; reqgulacién ascendente o incrementada de la
expresidén del gen Slcla2 comparado con FGF21.

Mas particularmente, las secuencias de péptidos de
la invencién, que incluven las variantes FGF19 y FGF21 y las
subsecuencias y las fusiones y quimeras FGF19/FGF21 listadas
en las Tablas 1-8 y 1la Figura 1, asi como también las
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias listadas en las Tablas 1-8 v la Figura 1 incluyen
aquellas con las siguientes actividades: secuencias de
péptidos que tienen formacién de carcinoma hepatocelular
reducido (HCC) comparado con FGF19, o una secuencia variante

de FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI,
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GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI,
WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la secuencia de WGDPI en
los aminoacidos 16-20 de FGF1l9; secuencias de péptidos que
tienen mayor actividad de disminucién de glucosa comparados
con FGF19, o secuencia variante de FGF19 que tiene cualquiera
de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI,
AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI
sustituido para la secuencia de WGDPI en los aminodcidos 16-
20 de FGF19; secuencias de péptidos que tienen menos
actividad de incremento de lipidos (por ejemplo, menos
triglicéridos, colesterol, sin HDL) o mds HDL que incrementa
la actividadlcomparada con FGF19, o una secuencia variante de
FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI,
GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI,
WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para la seéuencia de WGDPI en
los aminoacidos 16-20 de FGF19; y secuencias de péptidos que
tienen menos actividad gque reduce la masa magra cuando se
compara con FGF21.

Mas particularmente, las secuencias de péptidos de
la invencidn, que incluyen las variantes FGF19 y FGF21 vy
subsecuencias y las fusiones y quimeras FGF19/FGF21 listadas
en las Tablas 1-8 y la Figﬁra l, asi como también
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1 incluyen

aquellas con las siguientes actividades: secuencias de
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péptidos que enlazan al receptor-4 del factor de crecimiento
de fibroblasto (FGFR4), o activa FGFR4, tal como secuencias
de péptidos que enlazan a FGFR4 con una afinidad comparable a
0 mayor que la afinidad de enlace FGF19 para FGFR4; las
secuencias de péptidos que activan FGFR4 a un grado o
cantidad comparable a o mayor que FGF19 activa FGFR4; las
secuencias de péptidos que regulan descendentemente o reducen
la expresidén del gen aldo-ceto reductasa, por ejemplo,
comparados con FGF19; y las secuencias de péptidos que
regulan ascendentemente o incrementan la expresién del gen
del miembro 2 de la familia 1 de portador soluble (Slcla2)
cuando se compara con FGF21.

Actividades tales como, por ejemplo, formacién
carcinoma hepatocelular (HCC) o tumorigénesis, actividad de
disminucién de glucosa, actividad de incremento de lipidos, o
actividad de reduccién de masa magra pueden comprobarse en
un animal, tal como un ratén db/db. Las mediciones de enlace
de FGFR4 o activacién de FGFR4 pueden comprobarse por ensayos
descritos en la presente (véase, por ejemplo, Ejemplo 1) o
conocidos por los técnicos especializados.

El término “unién”, o “unir”, cuando se utiliza ‘con
referencia a una secuencia de péptidos, significa que la
secuencia de péptidos interactiia en el nivel molecular. Por
lo tanto, una secuencia de péptidos que enlaza a FGFR4 se une

a toda o parte de la secuencia FGFR4. La unidén especifica vy
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selectiva puede distinguirse de 1la unidén no especifica
utilizando ensayos conocidos en la técnica (por ejemplo,
unién competitiva, inmunoprecipitacién, ELISA, citometria de
flujo, transferencia Western).

Los péptidos vy peptidomiméticos pueden producirse y
aislarse utilizando métodos conocidos en el arte. Los
péptidos pueden sintetizarse, por completo o en parte,
utilizando métodos quimicos. (véase, por ejemplo, Caruthers
(1980) . Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215; Horn (1980); and

Banga, A.K., Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation,

Processing y Delivery Systems (1995) Technomic Publishing

Co., Lancaster, PA). La sintesis de péptidec puede realizarse
utilizando diversas técnicas de fase sélida (véase, por
ejemplo, Roberge Science 269:202 (1995); Merrifield, Methods
Enzymol. 289:3 (L99F) ) % pueden lograrse sintesis
automatizadas, por ejemplo, utilizando el Sintetizador de
Péptidos ABI 431A (Perkin Elmer) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los péptidos y los péptidos
mimeticos también pueden sintetizarse utilizando metodologias
combinatorias. Los residuos sintéticos y polipéptidos que
incorporan miméticos pueden sintetizarse utilizando wuna
variedad de procedimientos y metodologias conocidos en el

arte (véase, por ejemplo, Organic Syntheses Collective

Volumes, Gilman, et al. (Eds) John Wiley & Sons, Inc., NY).

Los péptidos modificados pueden producirse por los métodos de
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modificacién quimica (véase, por ejemplo, Belousov, Nucleic
Acids Res. 25:3440 (199?); Frenkel, Free Radic. Biol. Med.
19:373 (1995); y Blommers, Biochemistry 33:7886 (1994)). Las
variaciones de secuencia de péptidos, derivados,
sustituciones y modificaciones también pueden hacerse
utilizando métodos tales como mutagénesis mediada por
oligonucledétido (sitio dirigido), exploracidén de alanina, vy
mutagénesis a base de PCR. La mutagénesis en sitio dirigida
(Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986); Zoller et
al., Nucl. Acids Res. 10:6487 (1987)), la mutagénesis de
casete (Wells et al., Gene 34:315 (1985)), la mutagénesis de
seleccidén de restriccién (Wells et al., Philos. Trans. R.
Soc. London Ser A 317:415 (1986)) y otras técnicas pueden
realizarse en ADN clonado para producir secuencias de
péptidos de la invencién, variantes, fusiones y quimeras, vy
variaciones, derivados, sustituciones y modificaciones de los
mismos.

Una secuencia de péptidos “sintetizada” o)
“fabricada” es un péptido elaborado por cualquier método que
implica la manipulacién por la mano del hombre. Tales métodos
incluyen pero no se limitan a los antes mencionados, tales
como sintesis quimica, tecnologia de ADN recombinante,
bioquimica o fragmentacién enzimdtica de moléculas mas
grandes, y combinaciones de lo anterior.

Las secuencias de péptidos de la invencidén incluyen
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subsecuencias, variantes de secuencia y formas modificadas de
las secuencias de péptidos ejemplificadas (por ejemplo,
secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1), también
pueden modificarse para formar una molécula quimérica. De
acuerdo con la invencidén, se proporcionan secuencias de
péptidos que incluyen un dominio heterélogo. Tales dominios
pueden agregarse al término amino © al término carboxilo de
la secuencia de péptidos. Los dominios heterdlogos también
pueden colocarse dentro de la secuencia de péptidos, vy/o
alternativamente anclarse por FGF19 y/o FGF21 derivados de
las secuencias de amincédcidos.

El término “péptido” también incluye dimeros o
multimeros (oligémeros) de péptidos. De acuerdo con la
invencién, también se proporcionan dimeros o multimeros
(oligémeros) de las secuencias de péptidos ejemplificadas asi
como también subsecuencias, variantes y formas modificadas de
las secuencias de péptidos ejemplificadas (por ejemplo,
secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1).

La invencién proporciona ademds moléculas de &cido
nucleico que codifican secuencias de péptidos de 1la
invenciédén, que incluyen subsecuencias, variantes de secuencia
y formas modificadas de las secuencias listadas en las Tablas
1-8 y la Figura 1, y vectores que incluyen acido nucleico que
codifica el péptido. Por consiguiente, los “acidos nucleicos”

incluyen aquellos que codifican las secuencias de péptidos
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ejemplificadas descritas en la presente, asi como también
aquellas que codifican las subsecuencias funcionales,
variantes de secuencia y formas modificadés de las secuencias
de péptidos ejemplificadas, siempre que lo anterior retenga
al menos actividad o funcién detectable o medible. Por
ejemplo, una subsecuencia, una variante o forma modificada de
una secuencia de péptidos ejemplificada descrita en la
presente (por ejemplo, una secuencia listada en las Tablas 1-
8 y la Figura 1) que retiene alguna habilidad para disminuir
o reducir la glucosa, proporciona homeostasis de glucosa
normal, o reduce las condiciones histopatoldgicas asociadas
con hiperglicemia crénica o aguda in vivo, etc.

El acido nucleico, el cual también se refiere en la
presente como un gen, polinucleétido, secuencia de
nucledétido, cebador, oligonucleétido o la sonda se refiere a
polimeros que contienen purina vy pirimidina natural o
modificada de cualquier longitud, ya sea poliribonucleétidos
o polidesoxiribonucledtidos o mezclas de poliribo-
polideoxiribo nucleétidos y formas oa-anoméricas de los
mismos. Los dos o mas polimeros que contienen purina vy
pirimidina se unen tipicamente por un enlace fosfoéster o
analogo del mismo. Los términos pueden utilizarse
intercambiablemente para referirse a todas las formas de
acido nucleico, que incluyen &cido desoxiribonucleico (ADN) vy

acido ribonucleico (ARN). Los &cidos nucleicos pueden ser de
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una sola, doble o triple hebra, lineal o circular. Los &acidos
nucleicos incluyen ADN gendmico y ADNc. El Acido nucleico de
ARN puede ser ARNm empalmado © no empalmado, ARNr, ARNt o
antisentido. Los &cidos nucleicos incluyen de origen natural,
sintéticos, asi como también andlogos y derivados de
nucledtido.

Como resultado de la degeneiacién del «cddigo
genético, las moléculas de &cido nucleico incluyen las
secuencias degeneradas con respecto a las moléculas de ééido
nucleico que codifican las secuencias de péptidos de 1la
invencidén. Por lo tanto, secuencias de &cido nucleico
degenerados que codifican las secuencias de péptidos, que
incluyen subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas en la presente (por
ejemplo, secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura
1), se proporcionan. El térmiﬁc “complementario”, cuando se
utiliza con referencia a la secuencia de &cido nucleico,
significa que las regiones de referencia son 100%
complementarias, es decir, muestran 100% de pares de bases
con falta de coincidencias.

El 4&cido nucleicc puede producirse utilizando
cualquiera de una variedad de métodos de clonacidén y sintesis
quimica estandares, y pueden alterarse intencionalmente por
mutagénesis sitio dirigida u otras técnicas recombinantes

conocidas por alguien con experiencia en el arte. La pureza
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de polinucledtidos puede determinarse a través de
secuenciacién, electroforesis en gel, espectrometria de UV.
Los acidos nucleicos pueden insertarse en un
constructor de &cido nucleico en el cual la expresién del
acido nucleico se ve influenciada o regulada por un “elemento
de control de expresidén”, denominado en la presente como un
“casete de expresién”. El término “elemento de control de
expresién” se refiere a uno o mas elementos de secuencia’ de
dcido nucleico que regulan o influencian la expresién de una
secuencia de acido nucleico a la cual se une operativamente.
Un elemento de control de expresién puede incluir, como sea
apropiado, promotores, mejoradores, terminadores de
transcripcién, silenciadores génicos, codén de inicio (por
ejemplo, ATG) delante del gen que codifica la proteina, etc.
Un elemento de control de expresién enlazado
operativamente a una secuencia de &cido nucleico controla la
transcripcién y, cuando sea apropiado, las translacién de la
secuencia de acido nucleico. El término “enlazado
operativamente” se refiere a yuxtaposicién en donde los
componentes denominados se encuentran en una relacién que les
permite funcionar en su forma pretendida. Tipicamente, los
elementos de control de expresién se yuxtaponen en los
extremos 5’ o 3" de los genes aunque también pueden ser

intrénicos.

Los elementos de control de expresidén incluyen
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elementos que activan constitutivamente la transcripcién, que
son inducibles (es decir, requieren una sefial externa o
estimulo para activacién); o desreprimible (es decir,
requieren una sefnal para activar la transcripcién; cuando la
seflal ya no estd presente, la transcripcidédn se activa o
“desreprime”). También incluidos en los casetes de expresién
de la invencién son los elementos de control suficientes para
hacer a la expresién del gen controlable para tipos de
ceélulas o tejidos especificos (es decir, elementos de control
de tejido especificos). Tipicamente, tales elementos se
encuentran ubicados corriente arriba o corriente abajo (es
decir, 5" y 3') de 1la secuencia de codificacién. Los
promotores se colocan generalmente 5/ de la secuencia de
codificacién. Los promotores, producidos por ADN recombinante
0 técnicas sintéticas, pueden utilizarse para proporcionar
una transcripcidén de los polinucledétidos de la invencién. Un
“"promotor” tipicamente significa un elemento de secuencia
minima suficiente para dirigir la transcripcién.

Los acidos nucleicos pueden insertarse en un
plasmido para la transformacién de célula huésped y para la
expresién y/o manipulacién genética subsecuente. Un plésmido
es un acido nucleico que puede propagarse establemente en una
célula huésped; los plésmidos pueden contener opcionalmente
elementos de control de expresién para manejar la expresién

del acido nucleico. Para propdésitos de esta invencién, un
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vector es sinénimc de un plésmido. Los plasmidos y vectores
generalmente contienen al menos un origen de replicacidén para
la propagacién en una célula y un promotor. Los pléasmidos vy
vectores también pueden incluir un elemento de control de
expresidén para la expresién en una célula huésped, y por lo
tanto son utiles para la expresién y/o manipulacidén genética
de 4acidos nucleicos que codifican la secuencia de péptidos,
expresar las secuencias de péptidos en células huésped vy
organismos (por ejemplo, un sujeto en necesidad de
tratamiento), o producir las secuencias de péptidos, por
ejemplo.

Como se utiliza en la presente, el término
“transgen” significa un polinucleétido que se ha introducido
en una célula u organismo por artificios. Por ejemplo, una

célula que tiene un transgen, el transgen se ha introducido

o

por manipulacién genética o “transformacién” de la célula.
Una célula o progenie de la misma en la cual el transgen se
ha introducido se denomina como una “célula transformada” o
“transformante”. Tipicamente, el transgen se incluye en la
progenie del transformante o se vuelve parte del organismo
que se desarrolla a partir de la célula. Los transgenes
pueden insertarse en el ADN cromosomal © mantenerse como un
plésmido de auto-replicacién, YAC, minicromosoma, o similar.

Los promotores del sistema bacteriano incluyen T7 vy

promotores inducibles tales como pL de bacteriéfagos A, plac,
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ptrp, ptac (promotor de hibrido ptrp-lac) y promotores de
respuesta de tetraciclina. Los promotores del sistema de
células de insectos incluyen promotores constitutivos o
inducibles (por ejemplo, ecdisona) . Los promotores
constitutivos de célula de mamifero incluyen SV40, RSV, virus
de papiloma bovino (BPV) y otros promotores de virus, o
promotores inducibles derivados del genoma de células de
mamifero (por ejemplo, el promotor de metalotioneina IIA;
promotor de choque térmico) o a partir de virus de mamifero
(por ejemplo, el promotof tardio de adenovirus; la repeticidn
de terminal larga del virus tumoral de mamifero de ratédn
inducible). Alternativamente, un genoma retroviral puede
modificarse genéticamente para introducir y dirigir la
expresién de una secuencia de péptidos en células huésped
apropiadas.

Cuando los métodos y usos de la invencién incluyen
el suministro in vive, los sistemas de expresidén adicional
incluyen vectores disefiados para uso in vivo. Ejemplos no
limitantes particulares incluyen vectores adenovirales
(Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,700,470 y 5,731,172),
vectores adeno-asociados (Patente de lcs E.U. No. 5,604,090),
vectores del virus de herpes simple (Patente de los E.U. No.
5,501,979), vectores retrovirales (Patentes de los FEstados
Unidos Nos. 5,624,820, 5,693,508 y 5,674,703), vectores de

BPV (Patente de 1los E.U. No. 5,719,054), vectores de CMV
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(Patente de los E.U. No. 5,561,063) y parvovirus, rotavirus,
virus Norwalk vectores lentivirales (véase, por ejemplo,
Patente de los E.U. No. 6,013,516). Los vectores incluyen
aquellos que suministran genes a las células del tracto
intestinal, incluyendo las células madre (Croyle et al., Gene
Ther. 5:645 (1998); S.J. Henning, Adv. Drug Deliv. Rev.
17:341 (1997), las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,821,235 y 6,110,456). Muchos de estos vectores se han
aprobado para estudios humanos.

Los Vectores de levadura ihcluyen promotores
constitutivos e inducibles (véase, por ejemplo, Ausubel et

al., En: Current Protocols in Molecular Biology. Vol. 2, Ch.

13, ed., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, 1988;
Grant et al. Methods in Enzymology, 153:516 (1987), eds. Wu &
Grossman; Bitter Methos in Enzymology, 152:673 (1987), eds.
Berger & Kimmel, Acad. Press, N.Y.; y, Strathern et al., The

Molecular Biology de the Yeast Saccharomyces (1982) eds. Cold

Spring Harbor Press, Vols. I y II). Un promotor de levadura
constitutivo tal como ADH o LEU2 o un promotor inducible tal

como GAL pueden utilizarse (R. Rothstein En: DNA Cloning. A

Practical Approach. Vol.11l, Ch. 3, ed. D.M. Glover, IRL

Press, Wash., D.C., 1986). Los vectores que facilitan la
integracién de secuencias de &cido nucleico extrafas en un
cromosoma de levadura, mediante recombinacién homdloga por

ejemplo, se conocen en el arte. Los cromosomas artificiales
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de levadura (YAC) se utilizan tipicamente cuando los
polinucledétidos insertados son demasiado largos para vectores
mas convencionales (por ejemplo, mayores que alrededor de 12
Kb) .

Los vectores de expresidén también pueden contener
un marcador seleccionable que confiere resistencia a una
presidén selectiva o marcador identificable (por ejemplo,
beta-galactosidasa), por lo que permite a las células tener
el vector que se selecciona para crecer y expandirse.
Alternativamente, un marcador seleccionable puede estar en un
segundo vector que se co-transfecta en una célula huésped ‘con
un primer vector que contiene un &cido nucleico que codifica
una secuencia de péptidos. Los sistemas de seleccién incluyen
pero no se limitan al gen timidinacinasa del virus de herpes
simple (Wigler et al., Cell 11 :223 (1977)), el gen
fosforibosiltransferasa de hipoxantina-guanina (Szybalska et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026 (1962)), y los genes
adenina-fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22:817
(1980)) pueden emplearse en las células tk, hgprt o aprt,
respectivamente. Adicionalmente, la resistencia a
antimetabolitos puede utilizarse como la base de seleccién de
dhfr, lo cual confiere resistencia metotrexato (0O’Hare et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527 (1981)); el gen gpt
gene, el cual confiere resistencia al &cido micofendlico

(Mulligan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072 (1981));
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el gen neomicina, el cual confiere resistencia al
aminoglicdésido G-418 (Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol.
150: 1(1981)); puromicina; y el gen higromicina, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre et al., Gene 30:147
(1984)). Los genes adicionales seleccionables incluyen trpB,
los cuales permiten a las células utilizar el indol en lugar
de triptéfano; hisD, que permite a las células utilizar el
histinol en lugar de histidina (Hartman et al., Proc. Natl.
Acad. Sei . USA 85:8047 (1988) ) ; % ODC (ornitina
decarboxilasa), que confiere resistencia al inhibidor de
ornitina decarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO

(McConlogue (1987) En: Current Communications en Molecular

Biology. Cold Spring Harbor Laboratory).

De acuerdo con la invencidén, se proporcionan una o
mas células transformadas proporcionadas (in vitro, ex vivo e
in vivo) y células huésped que producen una variante o fusién
de FGF1l9 y/o FGF21l como se establece en la presente, en donde
la expresién de la variante o fusién de-FGFl9 y/o FGF21 se
confiere por un &cido nucleico que codifica la variante o
fusién de FGF19 y/o FGF21. Las células transformadas vy
huésped que expresan las secuencias de péptidos de 1la
invencién tipicamente incluyen un &cido nucleico que codifica
la secuencia de péptidos de la invencién. En una modalidad,
una célula transformada o huésped es una célula procaridtica.

En otra modalidad, una célula transformada o huésped es una
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célula eucaridtica. En diversos aspectos, la célula
eucariética es una célula de levadura o de mamifero (por
ejemplo, humano, primate, etc.).

Como se utiliza en la presente, wuna célula
“transformada” o “huésped” es una célula en la cual se
introduce un A4cido nucleico que puede propagarse Vy/o
transcribirse por 1la expresiénlde una secuencia de péptidos
codificada. El término también incluye cualquier progenie o
subclones de la célula huésped.

Las células transformadas y huésped incluyen pero
no se limitan a microorganismos tales como bacterias vy
levadura; y células de planta, insectos y mamiferos. Por
ejemplo, las bacterias transformadas con vectores de
expresion de acido nucleico bacteriéfago recombinante, &cido
nucleico de pléasmido acido nucleico de césmido; levaduras
transformadas con vectores de expresién de levadura
recombinante; sistemas de células vegetales infectadas con
vectores de expresidédn de virus recombinante (por ejemplo,
virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus de mosaico del
tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresién de
plasmido recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti); sistemas
de células de insectos infectados con los vectores de
expresién de virus recombinante (por ejemplo, baculovirus); vy
sistemas de células animales infectados con vectores de

expresion de virus recombinante (por ejemplo, retrovirus,
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adenovirus, virus de wvacuna), o sistemas de células animales
transformados manipuladas para propagacién o expresioén
transitoria o estable.

Para usos y métodos de terapia de genes, una célula
transformada puede estar en un sujeto. Una célula en un
sujeto puede transformarse con un acido nucleico que codifica
una secuencia de péptidos de la invencién como se establece
en la presente in vivo. Alternativamente, una célula puede
transformarse in vitro con un transgen o polinucleétido, vy
después trasplantarse hacia un tejido del sujeto para
efectuar el tratamiento. Alternativamente, una célula
primaria aislada o linea celular establecida pueden
transformarse con una transgen o polinﬁcleétido que codifica
una variante de FGF19 vy/o FGF21 o wuna secuencia de
fusién/quimérica (o variante). de la misma, tal como una
secuencia de péptidos quiméricos que incluye todo o una
porcidén de FGF19, o incluye todo o una porcién de FGF21, vy
después se trasplanta opcionalmente en un tejido de un
sujeto.

Las células objetive no 1limitantes ©para la
expresién de las secuencias de péptidos, particularmente para
la expresidén in vivo, incluyen las células del pancreas
(células de islote), células musculares, células mucosales y
células endécrinas. Tales células enddcrinas pueden

proporcicnar wuna produccién inducible (secrecién) de una



10

15

20

25

81

variante de FGF19 y/o FGF21, @ una secuencia de
fusidén/quimérica (o variante) de la misma, tal como una
secuencia de péptidos quimérica que incluye todo o una
porcién de FGF1l9, o incluye todo o una porcidén de FGF21l. Las
células adicionales para transformar incluyen células madre u
otras células multipotentes o pluripotentes, por ejemplo,
células progenitoras que se diferencian en las diversas
células del pancreas (células de islote), células musculares,
células mucosales y células endbécrinas. El objetivo de las
células madre es proporcionar expresién a mas largo plazo de
las secuencias de péptidos de la invencién.

Como se utiliza en la presente, el término
“cultivo”, cuando se utiliza con referencia a una célula,
significa que la célula se cultiva in vitro. Un ejemplo
particular de tal célula es una célula aislada de un sujeto,
y se cultiva o se adapta para cultivar en un cultivo de
tejido. Otro ejemplo es una célula manipulada genéticaménte
in vitro, y trasplantada de nuevo hacia el mismo o un sujeto
diferente.

El término “aislado”, cuando se utiliza con
referencia a una célula, significa una célula que se separa
de su ambiente in vivo de origen natural. Las células
“cultivadas” y “aisladas” pueden manipularse por la mano del

hombre, tal como transformadas genéticamente. Estos términos

incluyen cualquier progenie de las células, que incluyen las
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células progenie, que no pueden ser idénticas a las células
parentales debido a las mutaciones que ocurren durante la
divisién celular. Los términos no incluyen un ser humano
completo.

Los acidos nucleicos que codifican las secuencias
de péptidos de la invencién pueden introducirse para
expresion estable en células de un organismo completo. Tales
organismos que incluyen animales transgénicos no humanos son
Utiles para estudiar el efecto de la expresién de péptido en
un animal completo y beneficio terapéutico. Por ejemplo, como
se describe en la presente, la produccién de una variante de
FGF19 y/o FGF21 o una secuencia de fusién/quimérica (o
variante) de la misma, tal como una secuencia de péptidos
quimérica que incluye todo o una porcién de FGF19, o incluye
todo o una porcidén de FGF21l como se establece en la presente,
en ratones con glucosa disminuida que es antidiabético.

Las cepas de ratones 'que desarrollan o son
susceptibles a desarrollar una enfermedad particular (por
ejemplo, diabetes, trastornos degenerativos, cancer, etc.)
también son Utiles para introducir proteinas terapéuticas
como se describe en la presente para estudiar el efecto de 1la
expresién de proteina terapéutica en el ratén susceptible a
enfermedad. Los modelos animales transgénicos y genéticos que
son susceptibles a una enfermedad particular o padecimientos

fisiolégicos, tales come ratones diabético (STZ) inducidos
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con estreptozotocinas (STZ), son. objetivos apropiados para
expresar las variantes de FGF19 y/o FGF21, las secuencias de
fusiones/quiméricas (o variantes) de las mismas, tal como una
secuencia de péptidos quimérica que incluye todo o una
porcién de FGF19, o incluye todo o una porcién de FGF21, como
se establece en la presente. Por lo tanto, de acuerdo con la
invencién, se proporcionan animales transgénicos no humanos
que producen una variante de FGF19 y/o FGF21l, o una secuencia
de fusién/quimérica (o variante) de la misma, tal como una
secuencia de péptidos quimérica que incluye todo o una
porcidn de FGF19, o incluye todo o una porcién de FGF21, la
produccién de la cual no es de origen natural en el animal al
cual se confiere por un transgen presente en células
somaticas o germinales del animal.

El teérmino “animal transgénico” se refiere a un
animal cuyas células de linea somatica o germinal soportan la
informacién genética recibida, directa o indirectamente, por
manipulacién genética deliberada al nivel subcelular, tal
como por microinyecciédn ¢ infeccién con un virus
recombinante. El término “transgénico” ademds incluye células
o tejidos (es decir, “célula transgénica”, “tejido
transgénico”) obtenidos a partir de un animal transgénico
genéticamente manipulado como se describelen la presente. En
el presente contexto, un “animal transgénico” no abarca

animales producidos por cruce clésico o fertilizacién in
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vitro, sino mas bien indica animales en los gque una o mas
células reciben una molécula de &cido nucleico. Los animales
transgénicos de la invencién pueden ser fa sea heterocigotos
u homocigotos con respecto al transgen. Los métodos para
producir animales transgénicos, que incluyen ratones, ovejas,
cerdos y ranas, Sse conocen bien en el arte (véase, por
ejemplo, Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,721,367,
5,695,977, 5,650,298, y 5,614,396) y, como tales, se incluyen
adicionalmente.

Las secuencias de péptidos, 4acidos nucleicos que
codifican las secuencias de péptidos, vectores y célula de
huésped transformadas que exﬁresan secuencias de péptidos
incluyen formas aisladas y purificadas. El término “aislado”,
cuando se utiliza como un modificador de una composicién de
la invencién, significa que la composicién se separa,
sustancial y completamente o al menos en parte, de uno o mas
componentes en un ambiente. Generalmente, las composiciones
que existen en la naturaleza, cuando se aislan, se encuentran
sustancialmente libres de uno o mds materiales con los cuales
se asocian normalmente en la naturaleza, por ejemplo, una o
mas proteinas, dcido nucleico, lipidos, carbohidrato o
membrana celular. El término “aislado” no excluye formas
fisicas alternativas de la composicién, tal como variantes,
modificaciones o formas derivatizadas, fusiones y quimeras,

multimeros/oligémeros, etc., o formas expresadas en células



10

15

20

25

85

huésped. El1 término “aislado” tampoco excluye las formas (por
ejemplo, composiciones farmacéuticas, composiciones de
combinacién, etc.) en las cuales existen combinaciones en la
misma, cualquiera de las cuales se produce por la mano del
hombre.

Una composicidn “aislada” también puede
“purificarse” cuando estd libre de aigunos, un namero
sustancial de, o la mayoria o todo de uno mas de otros
materiales, tales como un contaminante o una sustancié o
material indeseado. Las secuencias de péptidos de 1la
invencién generalmente no se conocen o se cree que existan en
la naturaleza. Sin embargo, para una composicién que existe
en la naturaleza, una composicién aislada se encontraré
generalmente libre de algunos, un nUmero sustancial de, o la
mayoria o todos los otros materiales con los cuales se asocia
tipicamente en la naturaleza. Por lo tanto, una secuencia de
péptidos aislada que también es de origen natural no incluye
polipéptidos o polinucledétidos presentes entre los millones
de otras secuencias, tales como proteinas de una biblioteca
de proteina o &cidos nucleicos en una biblioteca genémica o
de ADNc, por ejemplo. Una composicién “purificada” incluye
combinaciones con una o mds de otras moléculas activas o
inactivas. Por ejemplo, una secuencia de péptidos de 1la
invencién combinada con otro fdrmaco o agentes, tal como un

farmaco que disminuye la glucosa o agente terapéutico, por
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ejemplo.

Como se utiliza en la presente, el término
“recombinante”, cuando se utiliza como un modificador de las
secuencias de péptidos, acidos nucleicos que codifican las
secuencias de péptidos, etc., significa que las composiciones
se han manipulado (es decir, genomanipulado) en una forma que
generalmente no ocurre en la naturaleza (por ejemplo, in
vitro). Un ejemplo particular de un péptido recombinante
puede estar donde una secuencia de péptidos de la invencién
Se expresa por una célula transfectada con un acido nucleico
que codifica la secuencia de péptidos. Un ejemplo particular
de un acido nucleico recombinante puede eétar donde un acido
nucleico (por ejemplo, gendémico o de ADNc) que codifica una
secuencia de péptidos se clona en un plasmido, con o sin ias
regiones 5’, 3’ o intrén que el geh es normalmente contiguo
con el genoma del organismo. Otro ejemplo de un péptido
recombinante o acido nucleico es una secuencia hibrida o de
fusién, tal como una secuencia de péptidos quimérica que
comprende una porcién de FGFl9 y una porcién de FGF21.

De acuerdo con la invencién, se proporcionan
composiciones y mezclas de éecuencias de péptidos de 1la
invencién, que incluyen subsecuencias, variantes y formas
modificadas de las secuencias de péptidos ejemplificadas (que
incluyen las variantes FGF19 y FGF21 y subsecuencias listadas

en las Tablas 1-8 y la Figura 1, y las fusiones y quimeras
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FGF19/FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1). En una
modalidad, una mezcla incluye una o mas secuencias de
péptidos y un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable. En otra modalidad, una mezcla incluye una o més
secuencias de péptidos y un farmaco adjunto o agente
terapéutico, tal como un anti-diabético, o farmaco agente
terapéutico que disminuye la glucosa. Ejemplos de farmacos vy
agentes terapéuticos se establecen en adelante. Las
combinaciones, tales como una o mas secuencias de péptidos en
un portado o excipiente farmacéuticamente aceptable, con uno
o mas de un anti-diabético, o fédrmaco o' agente terapéutico
que disminuye la glucosa también se proporcionan. Tales
combinaciones de secuencia de péptidos de la invencién ‘con
otro farmaco o agente, tal como un fadrmaco o agente
terapéutico que disminuye la glucosa, por ejemplo son uUtiles
de acuerdo con los métodos y usos de la invencién, por
ejemplo, para el tratamientc de un sujeto.

Las combinaciones también incluyen la incorporacidn
de las secuencias de péptidos 0 acidos nucleicos de la
invencién hacia particulas o ‘sustancias poliméricas, tales
como poliésteres, carbohidratos, acidos de poliamina,
hidrogel, pelivinil pirrolidona, etilen-vinilacetato,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina, o
copolimeros de lactido/glicélido, copolimeros de

polilactido/glicélido, o copolimeros de etilenvinilacetato;
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entrampamiento en microcédpsulas preparadas por técnicas de
coacervacidén o por polimerizacién interfacial, por ejemplo,
por el wuso de hidroximetilcelulosa o microcédpsulas de
gelatina, 0 microcapsulas de poli (metilmetacrolato),
respectivamente; la incorporacidén en sistemas de suministro y
dispersién de férmacos coloides tales como complejos de
macromoléculas, nano-capsulas, microesferas, cuentas, y
sistemas a base de lipidos (por ejemplo, grupos de N-acilo
graso, tal como N—lauroilo; N-oleilo, aminas grasas tales
como dodecil amina, oleoil amina, etc., véase la Patente de
los E.U. No. 6,638,513), que incluye emulsiones de aceite en
agua, micelas, micelas mezcladas y liposomas, por ejemplo.
Los péptidos de la invencién incluyen
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas (que incluyen las
variantes FGF19 y FGF2l y subsecuencias listadas en las
Tablas 1-8 y la Figura 1, y las fusiones y quimeras
FGF19/FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1) como se
establece en la presente pueden utilizarse para modular el
metabolismo de glucosa y facilitar el trénsporte de glucosa
desde la sangre a oOrganos metabdlicos clave tales como
musculos, higado y grasa. Tales secuencias de péptidos pueden
producirse en cantidades suficientes o efectivas para
restaurar la tolerancia a la glucosa y/o para mejorar o

proporcionar la homeostasis de glucosa normal.
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Como se describe en la presente, la administracién
de diversas variantes FGF19 y/o FGF21l y las secuencias de
péptidos de fusidén para ratones Ireduce exitosamente 1los
niveles de glucosa. Ademéds, en contraste con FGF19, ciertas
secuencias de péptidos no estimulan o inducen la formacién de
HCC o) tumorigénesis en ratones. Por lo tanto, la
administracién de péptidos de la invencién, que incluyen
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemﬁlificadas (que incluyen las
variantes FGF19 y FGF21 y subsecuencias listadas en las
Tablas 1-8 y la Figura 1, y las Fusiones y quimeras FGF19
FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1), en un
animal, ya sea por métodos directos o indirectos in vivo o
por ex vivo (por ejemplo, administrar el péptido variante o
de fusién, un &cido nucleico que codifica el péptido variante
o de fusidn, o una célula transformada o vector de terapia de
genes que expresa el péptido variante o de fusién), puede
utilizarse para tratar diversos trastornos.

Por consiguiente, la invencidén incluye métodos vy
usos in vitro, ex vivo e in vivo (por ejemplo, sobre o en un
sujeto). Tales métodos y wusos pueden practicarse con
cualquiera de las secuencias de péptidos de la invencién
estableci@as en la presente.

De acuerdo con la invencidén, se proporcionan

métodos para tratar un sujeto que tiene, o se pone en riesgo



10

15

20

25

90

de tener, un trastorno. En diversas modalidades, el método
incluye administrar una secuencia de péptido, tal como una
variante, - fusién o quimera FGF19 o FGF21 listadas en las
Tablas 1-8 y la Figura 1, o una subsecuencia, una variante o
forma modificada de una variante, fusién o quimera FGFl19 o
FGF21 listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1, a un sujeto
en una cantidad efectiva para tratar el trastorno.

Trastornos ejemplares tratables, prevenibles vy
similares con los péptidos de la invencién, y métodos y usos,
incluyen enfermedades y trastornos metabdlicos. Ejemplos‘no
limitantes de enfermedades vy ﬁrastornos incluyen: 1.
Trastorno de la utilizacidén de glucosa y la secuela asociada
con el mismo, que incluye diabetes mellitus (Tipo I y Tipo-
2), diabetes gestacional, hiperglicemia, resistencia a la
insulina, metabolismo de glucosa anormal, “pre-diabetes
(Intolerancia a la Glucosa en Ayunas (IFG) o Intolerancia a
la Glucosa (IGT)), y otros traétornos fisioldgicos asociados
con, © gque resultan de la condicién hiperglicémica, que
incluyen, por ejemplo, cambios histopatolégicos tales como
destruccidén de las células B pancreaticas. Para el
tratamiento, las secuencias de péptidos de 1la invencién
pueden administrarse a sujetos que tienen un nivel de glucosa
en plasma (FPG) mayor gque alrededor de 100 mg/dl. Las
secuencias de péptidos de la invenciédn también pueden ser

Gtiles en otros trastornos hiperglicémicos relacionados, que
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incluyen dafio renal (por ejemplo, dafio del tubulo o
nefropatia), degeneracién hepdtica, dafio ocular (por ejemplo,
retinopatia diabética o cataratas), y trastornos del pie
diabético; 2. Dislipidemias y sus secuelas tales como, por
ejemplo, ateroesclerosis, enfermedad de arteria coronaria,
trastornos cerebrovasculares y similares; 3 Otros
padecimientos los cuales se asocian «con el sindrome
metabdlico, tal como obesidad y la masa corporal elevada (que
incluyen los padecimientos Ide co-morbidez de los mismos,
tales como, pero no limitados a, enfermedad del higado graso
no alcohdélico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohélica (NASH) ,
Yy sindrome de ovario poliquistico (PCOS)), y también incluye
trombosis, estados hipercoagulables y protrombético (arterial
Y venoso), hipertensién, enfermedad cardiovascular, apoplejia
e insuficiencia cardiaca; 4. Trastornos o padecimiento en los
cuales las reacciones inflamatorias se encuentran implicadas,
que incluyen ateroesclerosis, enfermedades crénicas
inflamatorias del intestino (por ejemplo, enfermedad de Crohn
y colitis ulcerativa), asma, lupus eritematoso, artritis, u
otros trastornos reumdticos inflamatorios; 5. Trastornos del
ciclo celular o procesos de diferenciacién celular tales como
tumores de células adiposas, carcinoma lipomatoso que incluye
por ejemplo, liposarcomas, tumores sélidos, y neoplasmas; 6.
Enfermedades neurodegenerativas y/o trastornos

desmielimizantes de los sistemas nervioso  central y

5\al
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periférico y/o enfermedades neurolégicas que implican
procesos neuroinflamatorios y/u otras neuropatias
periféricas, que incluyen enfermedad de Alzheimer, esclerosis
maltiple, enfermedad de Parkinson, leucoencefalopatia
multifocal progresiva y sindrome de Guillian-Barre; 7.
Trastornos de la piel y dermatolégicos y/o trastornos de
procesos de curacidén de heridas, que incluyen dermatosis
eritemato-escamosa; y 8. Otros trastornos tales como sindrome
X, osteocartritis, y sindrome de dificultad respiratoria
aguda.

Como se utiliza en la presente, el término
“hiperglicémico” o “hiperglicemia”, cuando se utiliza con
referencia a un padecimiento de un sujeto significa un nivel
anormalmente alto transitorio o crénico de glucosa presente
en la sangre de un sujeto. El padecimiento puede ser causado
por un retraso en el metabolismo de glucosa o absorcién de
tal manera que el sujeto muestra intolerancia a la glucosa o
un estado de glucosa elevado encontrado tipicamente en
sujetos normales (por ejemplo, en sujétos pre-diabéticos
intolerantes a la glucosa en riesgo de desarrollar diabetes,
0 sujetos diabéticos). Los niveles de glucosa en plasma en
ayunas (FPG) para normoglicemia sonlmenos de alrededor de 100
mg/dl, para metabolismo de la glucosa, entre alrededor de 100

y 126 mg/dl, y para diabéticos mayor de alrededor de 126
mg/dl.
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Como se describe en la presente, la invencién
incluye métodos para prevenir (éor ejemplo, en sujetos
predispuestos a tener uno o mas trastornos particulares),
retardar, aminorar o inhibir la progresién de la aparicidn
de, o tratar (por ejemplo, aminorar) la obesidad o una masa
corporal indeseable (por ejemplo, indice de masa corporal
mayor que lo normal, o “BMI” en relacién con un sujeto idéneo
apropiado de edad, género, réza comparable, etc.). Por lo
tanto, en diversas modalidades, un método de la invencién,
por ejemplo, para tratar la obesidad o una masa corporal
indeseable (que incluye los padecimientos co-mérbidos de
obesidad, por ejemplo, apnea del suefio obstructiva, artritis,
cancer (por ejemplo, de mama, endometrial, y de colon),
calculos biliares o hiperglicemia, incluye poner en contacto
© administrar un péptido de la invencién como se establece en
la presente (por ejemplo, una variante o fusién de FGF19 y/o
FGF21 como se establece en las Tablas 1-8 o la Figura 1, por
ejemplo) en una cantidad efectiva para tratar la obesidad o
una masa corporal indeseable. En aspectos particulares, un
sujeto tiene un indice de masa corporal mayor que 25, por
ejemplo, 25-30, 30-35, 35-40, o mas de 40.

Ademas, la invencién incluye métodos para prevenir
(por ejemplo, en sujetos predispuestos a tener uno o mas
trastornos particulares), aminorar o inhibir la progresién

de, retardar la aparicién de o tratar niveles indeseables o
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elevadas de suero/plasma  LDL, VLDL, triglicéridos o©
colesterol, todos de los cuales, solos o en combinacién,
pueden conducir a, por ejemplo, la formacién de placas,
estrechamiento o bloqueo de los vasos sanguineos, y riesgo
incrementado de hipertensién, apoplejia y enfermedad de: la
arteria coronaria. Tales trastornos pueden ser debidos por
ejemplo, a predisposicién genética o dieta, por ejemplo.

El término “sujeto” se refiere a un animal.
Tipicamente, el animal es un mamifero que puede beneficiarse
del tratamiento con wuna secuencia de péptidos de la
invencién. Ejemplos particulares incluyen primates (por
ejemplo, humanos), perr&s, gatos, caballos, vacas, cerdos vy
ovejas.

Los sujetos incluyen aquellos que tienen un
trastorno, por ejemplo, un trastorno hiperglicémico, tal como
diabetes, o sujetos que no tienen un trastorno pero que
pueden estar en riesgo de desarrollar el trastorno, por
ejemplo, sujetos pre-diabéticos que tienen niveles de FPG
mayores que 100 mg/dl, por ejemplo, entre alrededor de 100 y
126 mg/dl. Los sujetos en riesgo de desarrollar un trastorno
incluyen, por ejemplo, aquellos cuya dieta puede contribuir
en el desarrollo de hipergliceﬁia aguda o crénica (por
ejemplo, diabetes), masa corporal indeseable u obesidad, asi
como también aquellos que pueden tener un historial familiar

o predisposicién genética hacia el desarrollo de
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hiperglicemia aguda o crénica, o masa corporal indeseable u
obesidad.

Como se describe en la presente, los métodos del
tratamiento incluyen poner en contacto o administrar un
péptido de la invencién como se establece en la presente (por
ejemplo, una variante o fusién de FGF19 y o FGF21l como se
establece en las Tablas 1-8 o la Figura 1, por ejemplo) en
una cantidad efectiva para lograr un efecto o resultado
deseado en un sujeto. Un tratamiento que resulta en un efecto
e} resultado deseado incluye disminucién, reduccidn' o
prevencién de la severidad o frecuencia de uno o mas sintomas
del padecimiento en el sujeto, por ejemplo, una mejora en el
padecimiento del sujeto o un “efecto benéfico” o “efecto
terapéutico”. Por lo tanto, el tratamiento puede disminuir o
reducir o prevenir la severidad o frecuencia de uno o mas
sintomas del trastorno, estabilizar o inhibir la progresién o
empeoramiento del trastorno, y en algunos casos, invertir el
trastorno, en forma transitoria (por ejemplo, durante 1-6, 6-
12, o 12-24 horas), durante un mediano plazo (por ejemplo, 1-
6, 6-12, 12-24 o 24-48 dias) o a largo plazo (por ejemplo,
durante 1-6, 6-12, 12-24, 24-48 semanas, o mas de 24-48
semanas) . Por 1lo tanto, en el «caso de un trastorno
hiperglicémico, por ejemplo, el tratamiento puede disminuir o
reducir la glucosa en sangre, mejorar las tolerancia a la

glucosa, mejorar el metabolismo a la glucosa, proporcionar
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homeostasis de glucosa normal, disminuir o reducir la
resistencia a la insulina, disminuir o reducir los niveles de
insulina, o disminuir, prévenir, mejorar, o invertir el
sindrome metabdélico, o un cambio histopatolégico asociado con
lo que resulte del trastorno hiperglicémico, tal como
diabetes.

Por ejemplo, una secuencia de péptidos, método o
uso pueden disminuir o reducir glucosa en uno o mis sujetos
que tienen niveles de FPG mayores que 100 mg/dl, por ejemplo,
entre alrededor de 100 y 125 mg/dl, o mé&s de 125 mg/dl, por
5-10%, 10-20%, 20-30%, o 30-50%, o mas, o por ejemplo de mas
de 200 mg/dl a menos, de 200 mg/dl, por més de 150 mg/dl a
menos de 150 mg/dl, desde mas de 125 mg/dl a menos de 125
mg/dl, etc. Ademds, una secuencia de péptidos, método o uso
pueden disminuir o reducir la glucosa, por ejemplo, para pre-
diabetes o para diabetes (por ejemplo, Tipo 2) sujetos con
niveles de HbAIc de linea base mayores de alrededor de 5%,
6%, 7%, 8%, 9% o 10%, en particular 5%, 6%, o 7%.

Ejemplos no limitantes de un mejoramiento de un
cambio histopatolégico asociado con un padecimiento
hiperglicémico incluye, por ejemplo, disminuir, inhibir,
reducir o detener: la deStruccién 0 degeneracidén de las
células del pancreas (por ejemplo, células p), dafio renal tal
como calcificacidon del tUbulo o nefropatia, degeneracién del

higado, dafio del ojo (por ejemplo, retinopatia diabética,
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cataratas), pie diabético, ulceraciones en mucosa tal como
boca Y encias, periodontitis, exceso de sangrado,
cicatrizacidén lenta o retardada de lesiones o heridas (por
ejemplo, que conduce a carbuncos diabéticos), infecciones de
la piel y otros trastornos cutaneos, enfermedad del corazdn
cardiovascular y coronaria, enfermedad vascular periférica,
apoplejia, dislipidemia, hipertensién, obesidad, o el riesgo
de desarrollar cualquiera de lo anterior. Mejoramiento en la
masa corporal indeseable y obesidad puede incluir, por
ejemplo, una reduccién de la masa corporal (como se refleja
por BMI o similares) o un mejoramiento en el trastorno
asociado, tal <como una disminucién en los niveles de
triglicéridos, colesterol, LDL o VLDL, uné disminucidén en la
presién sanguinea, una disminucién en el engrosamiento de la
intima del vaso sanguineo, riesgo disminuido o reducido‘de
enfermedad cardiovascular, o apopiejia, disminucién en la
frecuencia cardiaca en reposo, etc.

Una “cantidad efectiva” o una “cantidad suficiente”
para su uso y/o para tratar un sujeto se refiere a una
cantidad que proporciona, en dosis simples o miltiples, sola
© en combinacién con una o mas composiciones adicionales
(agentes terapéuticos tales como farmaco o tratamiento para
hiperglicemia), tratamientos, protocclos, O agentes de
regimenes terapéuticos, una respuesta detectable de cualquier

duracidén de tiempo (transitorio, medio o a largo plazo), un
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resultado deseado en o un beneficio objetivo o subjetivo a un
sujeto de cualquier grado medible o detectable durante
cualquier duracién de tiempo (por ejemplo, durante horas,
dias, meses, afios, o curados). Tales cantidades tipicamente
son efectivas para mejorar un trastorno, o uno, multiples o
todos los sintomas adversos, consecuencias o complicaciones
del trastorno, a un grado medible, aunque reducir o inhibir
una progresién o empeoramiento del trastorno, se consideran
un resultado satisfactorio.

Como se utiliza en la presente, el término
“mejorar” significa una mejora en el trastorno del sujeto,
una reduccién en la severidad del trastorno, o una inhibicién
de progresidén o empeoramiento del trastorno (por ejemplo,
estabilizar el trastorno). En el caso de un trastorno
hiperglicémico (por ejemplo, diabetes, resistencia a la
insulina, intolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico,
etc.), por ejemplo, una mejora puede ser una disminucién o
reduccién en 1la glucosa en sangre, una reduccién en la
resistencia a la insulina, una reduccién en glucagén, una
mejora en la tolerancia a la glucosa, o metabolismo de
glucosa o homeostasis. Una mejora en el trastorno
hiperglicémico también incluye wuna funcién pancreatica
mejorada (por ejemplo, inhibir o prevenir la destruccién. de
células pB/isleta o mejorar el numero y/o funcidén de las

células B), una disminucién en una patologia asociada con 1lo
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que resulta del trastorno, tal como una mejora en
histopatologia de wun tejido u érgano afectado, como se
establece en la presente. En el caso de la masa corporal
indeseable u obesidad, por ejemplo, una mejora puede ser una
disminucién en la ganancia de peso, una reduccién de masa
corporal (como se reflejé en BMI reducida, por ejemplo) o una
mejora en un padecimiento asociado con masa corporal
indeseable u obesidad, por ejemplo, como se establece en la
presente (por ejemplo, wuna disminucién reduccién de 1los
niveles de glucosa en sangre, triglicéridos, colesterol, LDL
© VLDL, wuna disminucién en la presién sanguinea, una
disminucién en el grosor de la intima del vaso sanguineo,
etc.).

Un beneficio terapéutico o mejoramiento del mismo
no necesita ser la ablacién completa de cualquiera, la
mayoria o todos los sintomas, complicaciones, consecuencias o
causas subyacentes asociadas con el trastorno o enfermedad.
Por lo tanto, un punto final satisfactorio se logra cuando
existe una mejora incrementada transitoria, media o a largo
plazo en un padecimiento del sujeto, o una reduccién parcial
en la ocurrencia, frecuencia, severidad, progresién, o
duracién, o inhibicién o reversién, de uno o més sintomas
adversos asociados o complicaciones o consecuencias o causas
subyacentes, empeoramiento O progresién (por ejemplo,

estabilizacién de uno o mé&s sintomas o complicaciones del
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padecimiento, trastorno o enfermedad), del trastorno o
enfermedad, durante wuna duracién de tiémpo (horas, dias,
semanas, meses, etc.).

Por lo tanto, en el caso de un trastorno tratable
por una secuencia de péptidos de la'invencién, la cantidad de
péptido suficiente para mejorar un trastorno dependerd del
tipo, severidad y grado, o duracién del trastorno, el efecto
terapéutico o el resultado deseado, vy puede terminarse
facilmente por el técnico especializado. Las cantidades
apropiadas también dependerdn del sujeto individual (por
ejemplo, la biodisponibilidad dentro del sujeto, género,
edad, etc.). Por ejemplo, en una restauracién transitoria o
parcial de la homeostasis de glucosa normal en un sujeto
puede reducir la cantidad de dosis o frecuencia de inyeccién
de insulina, aunque no se ha logrado la liberacién completa
de la insulina.

Una cantidad efectiva puede determinarse, por
ejemplo, al medir uno o mads efectos fisiolégicos relevantes.
En un ejemple no limitante particular en el caso de un
padecimiento hiperglicémico! una disminucién o reducciédn de
glucosa en sangre o una mejora en la prueba de tolerancia a
la glucosa puede utilizarse para determinar si la cantidad de
la secuencia de péptidos de 1la invencién, que incluye
subsecuencias, variantes de secuencia y formas modificadas de

las secuencias de péptidos ejemplificadas (por ejemplo,
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secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1) es
efectiva para tratar un padecimiento hiperglicémico. En otro
ejemplo no limitante particular, una cantidad efectiva es una
cantidad suficiente para reducir o disminuir cualquier nivel
(por ejemplo, un nivel de linea base) de FPG, en donde, por
ejemplo, una cantidad suficiente para rediucir un nivel de FPG
mayor de 200 mg/dl a menos de 200 mg/dl, una cantidad
suficiente para reducir un nivel de FPG entre 175 mg/dl y 200
mg/dl a menos del nivel de pre-administracién, una cantidad
suficiente para reducir un nivel de FPG entre 150 mg/dl y 175
mg/dl a menos del nivel de pre-administracién, una cantidad
suficiente para reducir un nivel de FPG entre 125 mg/dl y 150
mg/dl a menos del nivel de pre-administracién, etc., (por
ejemplo, reducir los niveles de FPG a menos de 125 mg/dl, a
menos de 120 mg/dl, a menos de 115 mg/dl, a menos de 110
mg/dl, etc.). En el caso de 1los niveles de HbAIc, una
cantidad efectiva incluye una cantidad suficiente para
reducir o disminuir los niveles por més de alrededor de 10% a
9%, por mas de alrededor de 9% a 8%, por mas de alrededor de
8% a 7%, por mas de alrededor de 7% a 6%, por mas de
alrededor de 6% a 5%, etc. Mas particularmente, una reduccién
o disminucién de los niveles de HbAIc por alrededor de 0.1%,
0.25%, 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%, 1%, 1.5%, 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 20%, 30%, 33%, 35%, 40%, 45%, 50%, o mas es una

cantidad efectiva de acuerdo con la invencién. En aun otro
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ejemplo no limitante particular en el caso de masa corporal
indeseable u obesidad, una cantidad efectiva es una cantidad
suficiente para disminuir o reducir el indice de masa
corporal (BMI) de un sujeto, una disminucién o reduccién de
glucosa, una disminucién o reduccidén en niveles de
suero/plasma de triglicéridos, 1lipidos, colesterol, A&cidos
grasos, LDL y/o VLDL. En aun otros,K ejemplos no limitantes
particulares, una cantidad es una .cantidad suficiente para
disminuir o reducir cualquiera de 1los parametros antes
mencionados por, por ejemplo, alrededor de 0.1 %, 0.25%,
0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%, 1%, 1.5%, 2%, 3%, 4%, 5%,
10%, 20%, 30%, 33%, 35%, 40%, 45%, 50%, o nmas.

Los métodos y usos de la invencién para tratar a un
sujeto son aplicables para profilaxis para prevenir un
trastorno en un sujeto, tal como un trastorno hiperglicémico,
0 desarrollo de masa corporal indeseable u obesidad.
Alternativamente, los métodos y usos pueden practicarse
durante o después del tratamiento de un sujeto. Por ejemplo,
antes, durante o después del tratamiento de un sujeto para
disminuir la glucosa utilizando insulina u otro farmaco o
agente terapéutico que disminuye la glucosa, por ejemplo, un
método o wuso de la invencién puede, por ejemplo, una
secuencia de péptidos de la ‘invencién puede administrarse al
sujeto. Ademds, una composicién tal como una secuencia de

péptidos de la invencién puede combinarse con otro férmaco o
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agente, tal como wun farmaco o agente terapéutico que
disminuye la glucosa, por ejemplo.

Por consiguiente,® los métodos y wusos de la
invencién para tratar a un sujeto pueden practicarse antes
de, sustancialmente incorporarse con o después de otro
tratamiento, y pueden suplementarse con otras formas de
terapia. Las terapias suplementarias incluyen otros
tratamientos que disminuyen la glucosa, tal como insulina,
mejorador -de sensibilidad a la insulina y otros tratamientos
de farmacos, un cambio en la dieta (baja en azucar, grasas,
etc.), cirugia de pérdida de peso (reducir el volumen del
estémago por el bypass gastrico, gastrectomia), Dbanda
gastrica, baldén gastrico, manga gastrica, etc. Por ejemplo,
un método o usc de la invencién para tratar un trastorno
hiperglicémico o de resistencia a la insulina puede
utilizarse en combinacién con farmacos o u ofras
composiciones farmacéuticas que disminuyen la glucosa o
incrementan la sensibilidad a la insulina en un sujeto. Los
farmacos para tratar diabetes incluyen, por ejemplo,
biguanidas y sulfonilureas (por ejemplo, tolbutamida,
clorpropamida, acetohexamida, tolazamida, glibenclamida vy
glipizida), tiazolidindionas (rosiglitazona, pioglitazona),
analogos de GLP-1, inhibidores de Dipeptidil peptidasa-4
(DPP-4), formulaciones de bromocriptina y secuestrantes de

acidos biliares (por ejemplo, colesevelam), e insulina (por
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ejemplo, analogos de bolo y basal), metformina (por ejemplo,
clorhidrato de metformina) con o sin una tiazolidindiona
(TZD), e inhibidores de SGLT-2. Los farmacos de supresién de
apetito se conocen y pueden utilizarse en combinacién con los
métodos de la invencién. Las terapias suplementarias pueden
administrarse antes de, contempordneamente con o después de
los métodos y usos de la invencién.

Las secuencias de péptidos de la invencidén incluyen
subsecuencias, variantes de secuencia y formas modificadas de
las secuencias de péptidos ejemplificadas (secuencias
listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1), pueden formularse
en una dosis unitaria o fdrma de dosis wunitaria. En una
modalidad particular, una secuencia de péptidos se encuentra
en una cantidad efectiva para tratar a un sujeto en necesidad
del tratamiento, por ejemplo, debido a hiperglicemia.
Ejemplos de dosis unitarias varian de alrededor de 25-250,
250-500, 500-1000, 1000-2500 & 2500-5000, 5000-25,000,
25,000-50,000 ng; de alrededor de 25-250, 250-500, 500-1000,
1000-2500 o 2500-5000, 5000-25,000, 25,000-50,000 ug; vy
alrededor de 25-250, 250-500, 500-1000, 1000-2500 & 2500-
5000, 5000-25,000, 25,000-50,000 mg.

Las secuencias de péptidos de la invencién incluyen
subsecuencias, variantes de secuencia y formas modificadas de
las secuencias de péptidos ejemplificadas (secuencias

listadas en las Tablas 1-8 y 1la Figura 1) pueden
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administrarse para proporcionar los efectos pretendidos como
una dosis simple o miltiples dosis, por ejemplo, en una
cantidad efectiva o suficiente. Las dosis ejemplares varian
alrededor de 25-250, 250-500, 500-1000, 1000-2500 & 2500-
5000, 5000-25,000, 25,000-50,000 pg/kg; de alrededor de 50-
500, 500-5000, 5000-25,000 & 25,000-50,000 ng/kg; y de
alrededor de 25-250, 250-500, 500-1000, 1000-2500 6 2500-
5000, 5000-25,000, 25,000-50,000 pg kg. Pueden administrarse
dosis simples o multiples, por ejemplo, multiples veces al
dia, en dias consecutivos, en dias alternos, semanal o
intermitentemente (por ejemplo, dos veces a la semana, una
vez cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas, o una vez cada 2
3, 4, 5 6 6 meses).

Las secuencias de péptidos de la invencién incluyen
subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas (secuencias listadas en
las Tablas 1-8 y la Figura 1) pueden administrarse y los
métodos pueden practicarse mediante la administracioén
sistémica, regional o local, por cualquier ruta. Por ejemplo,
una secuencia de péptidos puede administrarse parenteralmente
(por ejemplo, subcuténea, intravenosa, intramuscular, o
intraperitonealmente), oralmente (por ejemplo, ingestidn,
bucal, o sublingual), inhalacidn, intradérmica,
intracavitaria, intracraneal, transdérmica (tépica),

transmucosal o rectalmente. Las secuencias de péptidos de la
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invencién incluyen subsecuencias, variantes Y formas
modificadas de 1las secuencias de péptidos ejemplificadas
(secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la Figura 1) y los
métodos de la invenciodn que incluyen composiciones
farmacéuticas pueden administrarse un sistema de suministro
microencapsulado o empacado en un implante para
administracién.

La invencidén proporciona ademds “composiciones
farmacéuticas”, que incluyen una secuencia (o secuencias) de
péptidos de la invencién, que 1incluyen subsecuencias,
variantes y formas modificadas de las secuencias de péptidos
ejemplificadas (secuencias listadas en las Tablas 1-8 y la
Figura 1), y uno o mas diluyentes, portadores o excipilentes
farmaceuticamente aceptables o fisioldgicamente aceptables.
En modalidades particulares, una secuencia de péptidos o
secuencias se encuentran presente en una cantidad
terapéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas
pueden utilizarse de acuerdo con los métodos y usos de la
invencién. Por 1lo tanto, por ejemplo, las composiciones
farmacéuticas pueden administrarse ex vivo o in vivo a un
sujeto para practicar los méfodos Yy usos de tratamiento de la
invencién.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién
pueden formularse para ser compatibles con los métodos

pretendidos o rutas de administracién; las rutas de
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administracién ejemplares se establecen en la presente.
Ademas, las composicicnes farmacéuticas ademds pueden
comprender otros agentes terapéuticamente activos o
compuestos descritos en la presente (por ejemplo, agentes -que
disminuyen la glucosa) e conocidos por el técnico
especializado que puede utilizarse en el tratamiento o
prevencién de diversas enfermedades y trastornos como se
establece en la presente.

Las composiciones farmacéuticas tipicamente
comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de por lo
menos una de las secuencias de péptidos de la invencién, que
incluyen subsecuencias, variantes y formas modificadas de las
secuencias de péptidos ejemplificadas (secuencias listadas en
las Tablas 1-8 y la Figura 1) y uno o mas agentes de
formulacién farmacéutica o fisiolégicamente aceptables.
Diluyentes portadores o) excipientes adecuados
farmacéuticamente aceptables o fisiolégicamente aceptables
incluyen, perc no se limitan a, antioxidantes (por ejemplo,
acido ascoérbico y bisulfato de sodio), conservadores (por
ejemplo, alcohol bencilico, metilparabenos, etilo o n-
propilo, p-hidroxibenzoato), agentes emulsificantes, agentes
de suspensién, agentes dispersantes, solventes, cargadores,
agentes de «carga, reguladores, vehiculo, diluyentes vy/o
adyuvantes. Por ejemplo, un vehiculo adecuado puede ser una

solucidén salina fisioldégica o una solucién salina regulada
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con citrato, posiblemente suplementada con otros materiales
comunes en composiciones farmacéuticas para administracién
parenteral. La solucién salina regulada neutral o la solucién
salina mezclada con albumina de suero son vehiculos
ejemplares adicionales. Aquellos con experiencia en la
técnica reconoceran facilmente una variedad de reguladores
que pueden utilizarse en las composicioﬁes farmacéuticas vy
formas de dosis utilizadas en la invencién. Los reguladores
tipicos incluyen, pero no se limitan a 4&cidos déb£les
farmacéuticamente aceptables, basesldébiles, o mezclas de los
mismos. Los componentes reguladores también incluyen
materiales solubles en agua tales como acido fosférico, acido
tartarico, acido léactico, 4&cido succinico, 4&cido citrico,
acido acético, acido ascérbico, acido aspéartico, acido
glutamico y sales de los mismos.

Un solvente primariolen un vehiculo puede ser ya
Séa acuoso 0 no acuoso en la naturaleza. Ademas, el vehiculo
puede contener otros excipientes farmacéuticamente aceptables
para modificar o mantener el pH, osmolaridad, viscosidad,
esterilidad o estabilidad de la composicién farmacéutica. En
ciertas modalidades, el vehiculo farmacéuticamente aceptable
e€s un regulador acuoso. En otras modalidades, un vehiculo
comprende, por ejemplo, cloruro de sodio y/o citrato de

sodio.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién
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pueden contener aun otros agentes de formulacidn
farmacéuticamente aceptables para modificar o mantener el
indice de liberacidén de un péptido de la invencién. Tales
agentes de formulacién incluyen aquellas sustancias conocidas
por los técnicos especializados en preparar las formulaciones
de liberacidén sostenida. Para mayor referencia pertenecen a
los agentes de formulacién farmacéutica y fisioldgicamente

aceptables, véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical

Sciences. 18th Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa.

18042) pages 1435-1712, The Merck Index. 12th Ed. (1996,

Merck Publishing Group, Whitehouse, NJ);. and Pharmaceutical

Principles of Solid Dosage Forms (1993, Technonic Publishing

Co., Inc., Lancaster, Pa.). Las composiciones farmacéuticas
adicionales apropiadas para administracién se conocen en la
técnica y son aplicables en los métodos y composiciones de la
invencién.

Una composicién farmacéutica puede almacenarse en
un frasco estéril como una solucidén, suspensién, gel,
emulsién, sdélido, o polvo deshidratado o liofilizado. Tales
composiciones pueden alﬁacenarse ya sea en una forma lista
para usarse, una forma liofilizada que reguiere
reconstitucién antes de su uso, una forma liquida que
requiere la dilucidén antes de su uso, u otra forma aceptable.
En algunas modalidades, una composicién farmacéutica se

proporciona en un contenedor de un solo uso (por ejemplo, un
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frasco, ampolla, jeringa o autoinyector de un solo uso
(similar a, por ejemplo, un EpiPen®)), mientras un contenedor
de miltiples usos (por ejemplo, un frasco de multiples usos)
se proporciona en otras modalidades. Cualquier aparato de
suministro de farmaco puede utilizarse para suministrar los
péptidos de la invencién, que incluyen implantes (por
ejemplo, bombas implantables) y sistemas de catéter, ambos de
los cuales se conocen por el técnico experimentado. Las
inyecciones depot, las cuales se administran generalmente de
manera subcutdnea o intramuscularmente, también pueden
utilizarse para la liberacién de los péptidos de la invencién
durante un periodo de tiempo definido. Las inyecciones depot
son usualmente ya sea a base de sdélidos o aceite y
generalmente comprenden por lo menos uno de los componentes
de la formulacién establecidos en la presente. El técnico con
experiencia se encuentra familiarizado con las formulaciones
posibles y uso de las inyecciones depot.

Una composicidén farmacéutica puede formularse ﬁara
ser compatible con su ruta de admiﬁistracién pretendida. Por
lo tanto, las composiciones farmacéuticas incluyen
portadores, diluyentes, o excipientes adecuados para la
administracién por rutas que incluyen parenteral (por
ejemplo, subcuténea (sﬂcJ, intravenosa, intramuscular, o
intraperitoneal), intradérmica, oral (poxr ejemplo,

ingestidn), inhalacién, intracavidad, intracraneal, y
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transdérmica (tdpica).

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la
forma de una suspensién acuosa u oleosa inyectable estéril.
Esta suspensidn puede formularse utilizando agentes de
dispersién o de humectacién adecuados y agentes de suspensién
descritos en la presente o conocidos por el técnico con
experiencia. La preparacién inyectable estéril también puede
ser una solucién o suspensién inyectable estéril en un
diluyente o solvente no téxico parenteralmente aceptable, por
ejemplo, como una solucién en 1,3-butandiol. Los diluyentes,
solventes y medios de dispersién aceptables que pueden
emplearse incluyen agua, solucién de Ringer, solucidén de
cloruro de sodio isoténico, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany,
NJ) o solucidén salina regulada por fosfato (PBS), etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y
polietileﬁglicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos.
Ademas, los aceites estériles, fijos se emplean
convencionalmente como un solvente o medio de suspensién.
Para este propésitc cualquier mezcla de aceite fija puede
emplearse incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademés,
los acidos grasos tales como &cido oleico encuentran uso en
la preparacién de inyectables. La absorcién prolongada. de
formulaciones inyectables particulares puede lograrse al
incluir un agente que retarda la absorcién (por ejemplo,

monoestearato de aluminio o gelatina).
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Las composiciones farmacéuticas pueden estar en
una forma adecuada para su uso oral, por ejemplo, como
tabletas, capsulas, trociscos, grageas, suspensiones acuosas
u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones,
capsulas duras o suaves, o jarabes, soluciones, microcuentas
© elixires. Las composiciones farmacéuticas pretendidas para
su uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método
conocido en la técnica para la fabricacién de composiciones
farmacéuticas. Tales composiciones pueden contener uno o mas
agentes tales como agentes edulcorantes, agentes
saborizantes, agentes colorantes y agentes conservadores para
proporcionar preparaciones farmacéuticamente de buen tono Y
de sabor agradable. Las tabletas que contienen un péptido de
la invencidén pueden estar en una mezcla con excipientes
farmacéuticamente aceptables no téxicos adecuados para la
fabricacién de tabletas. Estos excipientes incluyen, por
ejemplo, diluyentes, tales como carbonato de calcio,
carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de
sodio; agentes de granulacién y desintegracién, por ejemplo,
almidén de maiz, o acido alginico; agentes aglutinantes, por
ejemplo, almidén, gelatina o acacia, vy agentes lubricantes,
por ejemplo, estearato de magnesio, acido estérico o talco.

Las tabletas, céapsulas y similares adecuados para
la administracién oral pueden contarse sin recubrir o pueden

recubrirse por técnicas conocidas para retardar la
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desintegracién y absorcién en el tracto gastrointestinal vy
proporcionar asi una accién sostenida durante un periodo
prolongado. Por ejemplo, un material de retardo de tiempo tal
como el monoestearato de glicerol o distearato de glicerilo
puede emplearse. También pueden recubrirse por técnicas
conocidas en el arte para formar tabletas terapéuticas
osméticas para liberacién controlada. Agentes adicionales
incluyen particulas biocdegradables o biocompatibles o una
sustancia polimérica tal como poliésteres, acidos de
poliamina, hidrogel, polivinil pirrolidona, polianhidridos,
acido poliglicélico, vinilacetato de etileno, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, sulfato de protamina, o copolimeros de
lactido/glicélido, copolimeros de poliladctido/glicélido, o
copolimeros de etilenvinilacetato con el fin de controlar el
suministro de una composicién administrada. Por ejemplo, el
agente oral puede estar atrapado en microcdpsulas preparadas
por técnicas de coacervacioén o) por polimerizacidn
interfacial, por el uso de hidroximetilcelulosa o
microcépsglas de gelatina o] microcéapsulas de poli
(metilmetacrolato), respectivamente, o en un sistema de
suministro de farmaco coloidal. Los sistemas de dispersién
coloidal incluyen complejos macromolécula, nano-capsulas,
microesferas, microcuentas, y sistemas a base de lipidos, que
incluyen emulsiones de aceite en agua; micelas, micelas

mezcladas, y liposomas. Los métodos para la preparacién de
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tales formulaciones se conocen por aquellos con experiencia
en el arte y se encuentran comercialmente disponibles. ;

Las formulaciones para uso oral pueden presentarse
como capsulas de gelatina dura en donde el ingrediente activo
se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo,
carbonato de calcio, fosfato de calcio, caolin o celulosa
microcristalina, como cédpsulas de gelatina suave en donde el
ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por
ejemplo, aceite de cacahuate, parafina liquida y aceite de
olivo.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales
activos en la mezcla con excipientes adecuados para la
fabricacién de las mismas. Los excipientes son agentes de
suspensién, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxi-propilmetilcelulosa, alginato de
sodio, polivinil-pirrolidona, goma de tragacanto y goma de
acacia; agentes de dispersién o humectacién pueden ser un
fosfatido de origen natural, por ejemplo lecitina, o
productos de condensacién de un 6xido de alquileno con &cidos
grasos, per ejemplo, estearato de polioxi-etileno, o
productos de condensacién de éxido de etileno con alcoholes
alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacién de
6xido de ‘etileno con ésteres parciales derivados de &cidos

grasos y un hexitol tal como monoocleato de
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polioxietilensorbitol, o productos de condensacién de éxido
de etileno con ésteres parciales derivados de &cidos grasos y
anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polietilen
sorbitan. Las suspensiones acuosas también pueden contener

uno o mas conservadores.

Las suspensiones oleosas pueden formularse al
suspender el ingrediente activo en un aceite vegetal, por
ejemplo, aceite de cacahuate, aceite de olivo, de ajonjoli o
aceite de coco, o en un aceite mineral tal como parafina
liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente
espesante, por ejemplo cera de abeja, parafina dura o alcohol
cetilico. Los agentes edulcorantes tales como aguellos
establecidos en lo anterior, y agentes saborizantes pueden
agregarse para proporcionar uha preparacidén oral de sabor
agradable.

Los polvos dispersables y granos adecuados para la
preparacién de la suspensién acuosa por adicién de agua
proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente de
dispersién o humectacién, agente de suspensién y uno o méas
conservadores. Los agentes de dispersién o humectacién
adecuados y los agentes de suspensién se ejemplifican en la
presente.

Las composiciones farmacéuticas de 1la invencién

también pueden estar en la forma de emulsiones de aceite en

agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo
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aceite de olivo o aceite de cacahuate, o un aceite mineral,
por ejemplo, parafina liquida o mezcla de éstos. Los agentes
emulsionantes adecuados pueden ser gomas de origen natural,
por ejemplo, goma de acacia o goma de tragacanto; fosfatidas
de origen natural, por ejemplo, frijol de soya, lecitina, vy
ésteres o ésteres parciales derivados de Aacidos grasos;
anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de sorbitén; y
productos de condensacién de ésteres parciales con 6éxido de
etileno, por ejemplo, monooleato de poliocexitilen sorbitén.
Las composiciones farmacéuticas también pueden
incluir portadores para proteger la composicidén contra la
degradacién o eliminacién réapida del cuerpo, tal como una
formulacién de liberacién controlada que incluye implantes,
liposomas, hidrogeles, profarmacos y sistemas de suministro
microencapsulados. Por ejemplo, un material de retardo de
tiempo tal como monostearato de glicerilo o estearato de
glicerilo solo, o en combinacidén con una cera, pueden
emplearse. La absorcidén °~ prolongada de composiciocnes
farmacéuticas inyectables puede lograrse al incluir un agente
que retarda 1la absorcién, por ejemplo, monoestearato de
aluminio o gelatina. La prevencién de la accién de
microorganismos puede lograrse por diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido ascérbico, timerosal, y similares.

La invencién también incluye péptidos de la



10

15

20

23

VL

invencién en la forma de supositorios para administracién
rectal. Los supositorios pueden prepararse al mezclar un
péptidc de la invencién con un excipiente no irritante
adecuado el cual es sb6lido a temperatura ordinaria pero
liquido a la temperatura rectal y por lo tanto se fundira en
el recto para 1liberacién del farmaco. Tales materiales
incluyen, pero no se limitan a, manteca de cacao y
polietilenglicoles.

De acuerdo con la invencién, se proporcionan
métodos para identificar un péptido (o forma subsecuente,
variante o modificada como se establece en la presentel‘que
tiene actividad de disminucién de'glucosa sin actividad de
carcinoma hepatocelular sustancial (HCC). En una modalidad,
un método incluye: seleccién (por ejemplo, ensayo o mediciédn)

de una secuencia de péptidos (o una subsecuencia, variante o

 forma modificada como se establece en la presente) para la

actividad de disminucién de glucosa; y la seleccién (por
ejemplo, ensayo o medicién) de una secuencia de péptidos (o
una subsecuencia, variante o forma modificada como se
establece en la presente) para actividad de HCC, o expresién
de un marcador que correlaciona con la actividad de HCC. Un
péptido que tiene actividad de disminucién de glucosa Y
actividad de HCC reducida o ausente por consiguiente
identifica el péptido. En aspectos particulares, el marcador

que correlaciona con la actividad de HCC comprende perfil de
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lipidos- un péptido que tiene menos lipidos que incrementa la
actividad comparada con FGF19 indica que el péptido tiene
actividad de HCC reducida -o ausente; o el marcador que
correlaciona con la actividad de HCC comprende la expresién
del gen aldo-ceto reductasa- un péptido que regula
descendentemente o disminuye la expresién del gen aldo-ceto
reductasa comparado con FGF19 indica que el péptido tiene
actividad de HCC reducida o ausente; o el marcador indicativo
de la actividad de HCC comprende la expresién del gen Slcla2-
un péptido que regula ascendentemente o incrementa la
expresién del gen Slcla2 comparado con FGF19 indica que el
péptido tiene actividad de HCC reducida o ausente.

Los términos “ensayo” y “medicién” y variaciones
gramaticales de los mismos se utilizan intercambiablemente en
la presente y se refieren ya sea a las determinaciones
cualitativa o cuantitativa, o ambas de las determinaciones
cualitativa o cuantitativa. Cuando los términos se utilizan
con referencia a la deteccidén, se contempla cualquier medio
de evaluar la cantidad relativa incluyen los diversos métodos
establecidos en la presente y conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el gen de expresidén puede ensayarse o medirse por
una transferencia Northefn, transferencia Western, ensayo de
inmunoprecipitacién, o por la actividad de medicién, funcién
o cantidad de la proteina expresada (por ejemplo, aldo-ceto

reductasa o Slcla2).
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Los factores de riesgo para HCC, el tipo mas comun
de cancer de higadc incluye diabetes tipo 2 (probablemente
agravada por la obesidad). El riesgo de HCC en diabéticos de
tipo 2 es mayor (de ~2.5 a ~7 veces el riesgo de no
diabéticos) dependiendo de 1la duracién de la diabetes vy
protocolo de tratamiento.

Diversas metodologias pueden utilizarse en la
seleccién y diagnéstico de HCC y se conocen bien por el
técnico con experiencia. Los indicadores para HCC incluyen la
deteccién de un marcador de tumor tal como niveles de
alfa-proteina elevados (AFP) o des-gamma carboxiprotrombina
(DCP) . Un numero de diferentes técnicas de exploracién vy
formacién de 1imagenes también son utiles, incluyendo
ultrasonido, exploracién de CT y MRI. En relacién con la
invencién, la evaluacién de si un péptido (por ejemplo, un
péptido candidato) muestra evidencia de inducir HCC puede
determinarse in vivo por, por ejemplo, al cuantificar la
formacidén de noédulos HCC en un modelo animal, tal como
ratones db/db, se administrdé un péptido, se comparé con la
formacién de nédulos de HCC por FGF19 de tipo silvestre.
Macroscopicamente, el cancer de higado puede ser nodular, en
donde los nédulos de tumor (los cuales son de redondos a
ovales, grises o verdes, bien delimitados pero no
encapsulados) aparecen ya sea como una masa grande O

miltiples masas mas pequefias. Alternativamente, el HCC puede
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estar presente como un tumor infiltrante el cual es difuso y
se circunscribe de manera deficiente y se infiltra
frecuentemente a las venas portales.

La evaluacion patoldgica de las muestras de tejido
hepatico se realiza generalmente después de que los
resultados de una o mds de las técnicas antes mencionadas
indican la probable presencia de HCC. Por lo tanto, los
métodos de la invencién pueden incluir evaluar una muestra de
tejido hepatico a partir de un modelo animal in vivo (por
ejemplo, un ratén db/db) util en los estudios de HCC para
determinar si la secuencia de péptido muestra evidencia de
inducir HCC. Por la evaluécién microscépica, un patédlogo
puede determinar si uno de los cuatro tipos de arquitectura y
citolégica generales (patrones) de HCC se encuentran
presentes "(es decir, fibrolamelar, pseudoglandular
(adenoide), pleomérfico (célula gigante) y célula clara).

La invencién también incluye la generacién y uso de
anticuerpos, y fragmentos de los mismes, que unen las
secuencias de péptidos de la invencién, que incluyen
subsecuencias, variantes de secuencia y formas modificadas de
las secuencias de péptidos ejemplificadas (que incluyen los
péptidos listados en las Tablas 1-8 y la Eigura 1 i

Como se wutiliza en la presente, los términos
“anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) se refieren 4

glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas
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estructurales. Aunque los anticuerpos muestran especificidad
de unién a un antigeno, las inmunoglobulinas incluyen ambos
anticuerpos y otras moléculas similares a anticuerpos que
pueden carecer de especificidad de antigeno.

El término “anticuerpo” incluye anticuerpos
monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por éjemplq, anticuerpos biespecificos)
formados de por 1lo menos dos anticuerpos intactos, v
fragmentos de unién de anticuerpo que incluyen Fab y F(ab)’s,
que exhiba la actividad bioldégica deseada. La unidad
estructural de anticuerpo basico comprende un tetréamero, y
cada tetramero se encuentra compuesto de dos pares idénticos
de cadenas de polipéptido, cada par tiene una cadena “ligera”
(alrededor de 25 kDa) y una cadena “pesada” (alrededor de 50-
70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena incluye una
regién variable de alrededor de 100 a 110 o m&s aminoacidos
principalmente responsables del reconocimiento de antigeno.
En contraste, 1la porcidén carboxi-terminal de cada cadena
define una regién constante principalmente responsable de la
funcidn efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican
como cadenas ligeras kappa y lambda, mientras que las cadenas
pesadas humanas se clasifican como mu, delta, gamma, alfa, o
épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD,
IgA, e IgE, respectivamente. Los fragmentos de unién se

producen por técnicas de ADN recombinantes, o por escisién
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enzimdtica o quimica de anticuerpoé intactos. Los fragmentos
de unidén incluyen Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, y anticuerpos de
cadena simple.

Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio
variable (VH) seguido por un numero de dominios constante.
Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo
(VL) y un dominio constante eﬁ su otro extremo; el dominio
constante de la cadena ligera se alinea con el primer dominio
constante de la cadena pesada, y el dominio wvariable de
cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena
pesada. Dentro de las cadenas ligera y pesada, las regiones
variable y constante se unen por una regién “J” de alrededor
de 12 o ma&s aminodcidos, con la cadena pesada que incluye
también una regién “D” de alrededor de 10 aminodcidos mas.
Las cadenas de anticuerpo todas muestran las mismas
estructuras generales de las regiones de estructura principal
relativamente conservadas (FR) unidas por las tres regiones
hiper-variables, también denominadas regiones que determinan
la complementariedad de los CDR. Los CDR de las dos cadenas
de cada par se alinean por las regiones de estructura
principal, permiten la unién aun epitope especifico. A partir
de la N-terminal a C-terminal, ambas cadenas ligera y pesada
comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y

FR4.

Un anticuerpo intacto tiene dos sitios de unién vy,
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excepto en los anticuerpos bifuncionales o biespecificos, los
dos sitios de unidén son los mismos. Un anticuerpo
bioespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido
artificial gque tiene dos diferentes pares de cadenas
pesada/ligera dos diferentes sitios . de unién. Los anticuerpos
biespecificos pueden producirse por una variedad de métodos
que incluyen fusién de hibridomas o enlace de fragmentos
Eabt..

Como se utiliza en la presente, el término
“anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de wuna poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por las
mutaciones de origen natural posibles que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales
son altamente especificos, se dirigen nuevamente a un sitio
antigénico simple. En contraste a las preparaciones de
anticuerpo policlonal, las cuales incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopes), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un
determinante simple en el antigeno.

Un “anticuerpo neutralizante” es una molécula de
anticuerpo que es capaz de eliminar o reducir
significativamente wuna funcién efectora de un antigeno

objetivo al cual se une.
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Los fragmentos de wunién de anticuerpo pueden
producirse por escisién enzimatica o quimica de los
anticuerpos intactos La digestién de anticuerpos con la
enzima papaina resulta en dos fragmentos de unién de antigeno
idénticos, también conocidos como fragmentos “Fab”, y un
fragmento “Fc” el cual no tiene actividad de unién de
antigeno. La digestién de anticuerpos con la enzima pepsina
resulta en un fragmento F(ab’), en el cual los dos brazos de
la molécula de anticuerpo permanecen enlazados y compreﬂden
dos sitios de enlace de antigeno. El fragmento F(ab’), tiene
la capacidad de reticular el antigeno.

El término “Fab” se refiere a un fragmento de un
anticuerpo que comprende el dominio constante de la cadena
ligera y el dominio CHl de la cadena pesada. El1 término “Fv”
cuando se utiliza en la presente se refiere al fragmento
minimo de un anticuerpo que ‘retiene tanto los sitios de
reconocimiento de antigeno como de unién de antigeno. En una
especie Fv de dos-cadena, esta regién consiste de un dimero
de una cadena pesada y una cadena ligera de dominio variable
en asociacidén no covalente. En una especie Fv de cadena
simple, un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera pueden unirse covalentemente por un enlazador de
péptido flexible de tal manera que la cadenas pesada y ligera
pueden asociarse en una estructura “dimérica” analoga a

aquella en una especie Fv de dos cadenas. Se encuentra en
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esta configuracién que las tres CDR de cada dominio variable
interactian para definir un sitio de enlace de antigeno sobre
la superficie del dimero VH-VL. Aunque los seis CDR,
colectivamente, confieren especificidad de unién de antigeno
al anticuerpo, incluso un dominio variable simple (o mitad de
un Fv comprende sélo tres CDR especificos para un antigeno)
tiene la éapacidad de reconocer y unir los antigeno.

El término “regiones determinantes de
complementariedad” o “CDR” se refiere a las partes de
receptores inmunoldégicos que hacen contacto con el ligando
especifico y determinan su especificidad. El término “regién
hipervariable” se refiere a los residuos de aminodcidos de un
anticuerpo el cual es responsable de la unién de antigeno.. La
regién hipervariable generalmente comprende residuos de
aminoacidos de una “regién determinante de complementariedad”
o “CDR” y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable”.

Como se utiliza en la presente, el término
“epitope” se refiere a sitios de unién para anticuerpos en
antigenos de proteina. Los determinantes epitopes usualmente
consisten de agrupacionés de superficie quimicamente activa
de moléculas tales como aminodcidos o cadenas laterales de
azucar, asi como también caracteristicas estructurales y de
carga tridimensionales especificas. Un anticuerpo une un

antigeno cuando 1la disociacién constante es

IA

1 uM, de

preferencia < 100 nM, y de mayor preferencia 10 nM. Un

| A
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equilibrio incrementado constante (“Kp”) significa que existe
menos afinidad entre el epitope y el anticuerpo, mientras que
un equilibrio disminuido constante significa que existe una
mayor afinidad entre el epitope y el anticuerpo. Un
anticuerpo con un Kp de “ﬁo mas de” una cierta cantidad
significa que el anticuerpo se une al epitope con el K,
determinado o més fuérza. Mientras que Kp describe las
caracteristicas de unién de un epitope y un anticuerpo, la
“potencia” describe la efectividad del anticuerpo mismo para
una funcién del anticuerpo. No es necesaria una correlacién
entre una.constante de eguilibrie v potencia; por 16 tants,
por ejemplo, un  Kp relativamente bajo no significa
automaticamente una alta potencia.

El término “se une selectivamente” con referencia a
un anticuerpo no significa que el anticuerpo sélo se una a
una sustancia simple, sino mas bien que Kp, del anticuerpo a
una primera sustancia es menor que Kp del anticuerpo a una
segunda sustancia. Un anticuerpo que se une exclusivamente a
un epitope sdélo se une a ese epitope simple.

Cuando se administra a humanos, los anticuerpos que
contienen regiones variables vy/o constantes de roedores
(murinos o ratas) algunas veces se asocian con, por ejemplo,
un espacio libre réapidec del cuerpo o la generacién de una
respuesta inmune por el cuerpo contra el anticuerpo. Para

evitar la utilizacién de anticuerpos derivados de roedores,
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los anticuerpos completamente humanos pueden generarse a
través de la introduccién de funciones de anticuerpo humano
en un roedor de modo que el roedor produce anticuerpos
completamente humanos. A menos que se identifique
especificamente en la presente, anticuerpos “humanos”
“completamente humanos” pueden utilizarse intercambiablemente
en la presente. El término “completamente humanos” puede ser
util cuando se distinguen los anticuerpos que son sélo
parcialmente humanos de aquellos gque son completa o
totalmente  humanos. El técnico con experiencia esté
consciente de los diversos métodos para generar anticuerpos
completamente humanos.

Con el fin de solucionar 1las respuestas de
anticuerpos humanos anti-ratén posibles, pueden utilizarse
anticuerpos quiméricos o de otra formé humanizados. Los
anticuerpos quiméricos tienen una regién contantes humana Yy
una regién variable murina, y, como tal, la respuestas‘de
anticuerpo humano anti-quimérico pueden observarse en algunos
pacientes. Por lo tanto, es ventajoso proporcionar
anticuerpos completamente humanos contra enzimas multiméricas
para evitar posibles respuestas de anticuerpo humano anti-
ratén o anticuerpo humano anti-quimérico.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales
completamente humanos, por ejemplo, por la generacidén de

lineas celulares de hibridoma por técnicas conocidas por el
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técnico con experiencia. Otros métodos de preparacién
implican el wuso de secuencias que codifican anticuerpos
particulares para la transformacién de una célula huésped de
mamifero adecuada, tal como una célula CHO. La transformacién
puede ser por cualquier método conocido para introducir
polinucledétidos en wuna célula huésped, que incluye, por
ejemplo, empaqguetar el polinucledétido en un virus (o en un
vector viral) y transducir una célula huésped con el virus (o
vector) o por procedimientos de transfeccidén conocidos en el
arte. Los métodos para introducir polinucledtidos heterdlogos
en células de mamifero se conoccen bien en el arte e incluyen
transfeccidén mediada por dextrano, precipitacién de fosfato
de Icalcio, transfeccién mediada por polibreno, fusidén de
protoplasto, electroporacién, encapsulacién del o los
polinucleétidos en liposomas, y microinyeccién directa de ADN
en los nucleos. Lineas celulares de mamifero disponibles como
huéspedes para la expresién se conocen bien en el arte e
incluyen, pero no se limitan a células CHO, células Hela, vy
células de carcinoma hepatocelular humano..

Los anticuerpos pueden utilizarse en forma de
diagnéstico y/o terapéuticamente. Por ejemplo, los
anticuerpos pueden utilizarse como un diagnéstico al detectar
el nivel de uno o mas péptidos de la invencién en un sujeto,
Y Ya dque se comparen los niveles detectados al nivel de

control estdndar o a un nivel de linea base en un sujeto
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previamente determinado (por ejemplo, antes de cualquier
enfermedad). Los anticuerpos pueden utilizarse como un
elemento terapéutico para modular la actividad de uno o mas
péptidos de la invencién, teniendo asi un efecto sobre un
padecimiento ¢ trastorno.

La invencién proporciona equipos que incluyen, pero
no limitan a, secuencias de péptidos de 1la invencién,
opcionalmente en combinacién con uno o mAs agentes
terapéuticos, composiciones y composiciones farmacéuticas del
mismo, empaquetados en un material de empaque adecuado. Un
equipo opcionalmente incluye una etiqueta o insercién de
empaque que incluye una descripcién de los componentes o
instrucciones para su uso in vitro, in vivo, o ex vivo, de
los componentes en el mismo. Instrucciones ejemplares
incluyen instrucciones para reducir o disminuir la glucosa en
sangre, tratamiento de hiperglicemia, tratamiento de
diabetes, etc.

El equipo puede contener una coleccién de tales
componentgs, por ejemplo, dos o mas secuencias de péptidos
solas o una combinacién de una secuencia de péptidos con otra
composicidén terapéuticamente Util (por ejemplo, un farmaco
anti-diabético, tal como un compuesto de gastrina).

El término “material de empaque” se refiere a una
estructura fisica que aloja los componentes del equipo. E1

material de empaque puede mantener los componentes en forma
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estéril, y puede elaborarse de material comunmente utilizado
para tales propésitos (por ejemplo, papel, fibra corrugada,
vidrio, pléastico, papel aluminio, ampolletas, frascos, tubos,
etc.).

Los equipes de la invencidén pueden incluir
etiquetas o inserciones. Las etiquetas o inserciones incluyen
“material impreso”, por ejemplo, papel o cartén, separado o
pegado a un componente, un equipo o material de empaque (por
ejemplo, wuna «caja), o conectado a, por ejemplo, una
ampolleta, tubo o frasco que contiene un componente del
equipo. Las etiquetas o) inserciones pueden ineldiizx
adicionalmente un medio legible por computadora, tal como un
disco (por ejemplo, disco duro, tarjeta, disco de memoria),
disco oéptico tal como CD o DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, cinta
magnética, o un medio de almacenamiento eléctrico tal como
RAM y ROM o hibridos de éstos tal como medio de almacenaje
magnético/déptico, medios FLASH o memoria tipo tarjetas.

Las etiquetas o inserciones pueden incluir
informacién de identificacién de uno o mas componentes en el
mismo, cantidades de dosis, farmacologia clinica del o los
ingredientes activos que incluyen el mecanismo de accidn,
farmacocinéticas Yy farmacodinamicas. Las etiquetas o
inserciones pueden incluir informacién que identifica la
informacién del fabricante, numeros de lote, ubicacién del

fabricante y fecha.

32
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Las etiquetas o] inserciones pueden ingluix
informacién sobre un padecimiento, trastorno, enfermedad o
sintoma para el cual puede utilizarse un componente de
equipo. Las etiquetas o] inserciones pueden incluir
instrucciones para el médico o para un sﬁjeto para utilizar
uno o mas de los componentes del equipo en un método,
protocolo de tratamiento o régimen terapéutico. lLas
instrucciones pueden incluir cantiaades de dosis incluidas,
frecuencia o duracién, e instrucciones para practicar
cualquiera de los métodos, protocolos de tratamiento o
regimenes terapéuticos establecidos en la presente.
Instrucciones ejemplares incluyen las instrucciones para el
tratamiento de uso de wuna secuencia de péptidos como se
establece en la presente. Los équipos de la invencién por lo
tanto pueden incluir adicionalmente etiquetas o instrucciones
para practicar cualquiera de los métodos y usos de la
invencién descritos en la presente que incluyen métodos vy
usos de tratamiento.

Las etiquetas e inserciones pueden incluir
informacién sobre cualquier beneficio gue un componente puede
proporcionar, tal como un beneficio profilactico o}
terapéutico. Las etiquetas_ © 1inserciones pueden incluir
informacién sobre el potencial de efectos secundarios
adversos, tal como advertencias al sujeto o médico con

respecto situaciones en donde puede no ser apropiado utilizar
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una composicién particular. Los efectos secundarios adversos
también pueden ocurrir cuando tomard o estd tomando
actualmente uno o mids de los medicamentos que pueden ser
incompatibles con la composicién, o el sujeto experimentara o
esta experimentando actualmente otro protocolo de tratamiento
0 régimen terapéutico que puede ser incompatible con' la
composicién y, por lo tanto, las instrucciones pueden incluir
informacidén con respecto a tales incompatibilidades.

Los equipos de la invencién pueden incluir
adicionalmente otros componentes. Cada componente del equipo
puede encerrarse dentro de un contenedor individual y todos
de los diversos contenedores pueden estar dentro de un solo
empaque. Los equipos de la invencién pueden disefiarse para
almacenar en frio. Los equipos de la invencién pueden ademés
diseflarse para contener secuencias de péptidos de 1la
invencién, o que contienen &cidos nucleicos que codifican las
secuencias de péptidos. Las células en el equipo pueden
mantenerse bajo condiciones de almacenamiento apropiadas
hasta que estén listas para usarse.

A menos que se defina lo contrario, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en la presente
tienen el mismo significado-como se entiende comunmente por
alguien de experiencia ordinaria en la técnica a la cual
pertenece esta invencién. Aunque los métodos y materiales

similares o equivalentes a aquellos descritos en la presente
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pueden utilizarse en la préctica o prueba de la invencién, se
describirdn en la presente métodos y materiales adecuados.

Todas las solicitudes, publicaciones, patentes vy
otras referencias, citas de GenBank y citas de ATCC citadas
en la presente se incorporan para referencia en su totalidad.
En caso de gontlicte, la especificacién, incluyendo
definiciones tendrd el control. Como se utiliza en la
presente, las formas singulares “un”, “una”, y “el” incluyen
referencias en plural a menos que el contexto claramente
indique lo contrario. Por lo tanto, para el ejemplo, se hace
referencia a “una secuencia de pép;idos” o un “tratamiento”,
incluye wuna pluralidad de tales secuencias, tratamientos,
etc.

Como se wutiliza en 1la presente, los wvalores
numéricos a menudo se encuentran presentes en un formato de
margen a través de este documento. El uso de un formato de
margen es meramente para conveniencia y brevedad y no debe
interpretarse como una limitacién inflexible sobre el alcance
de la invencién a menos que el contexto claramente indique lo
contrario. Por consiguiente, el uso de un margen expresamente
incluye todos los submérgenes posibles, todos los valores
numéricos individuales dentro de este margen, y todos los
valores numéricos o margenes numéricos que incluyen numeros
enteros dentro de tales margenes y fracciones de los valores

© los numeros enteros dentro de los margenes a menos que el
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contexto claramente indique lo contrario. Esta construccién
aplica independientemente de la amplitud del margen y en
todos los contextos a través de este documento de patente.
Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a un margen de 90-
100% incluye 91-99%, 92-98%, 93-95%, 91-98%, 91-97%, 91-96%,
91-95%, 91-94%, 91-93%, etc. La referencia a un margen de 90-
100% también incluye 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 95%, 97%, etc.,
asi como también 91.1%, 91.2%, 91.3%, 91.4%, 91.5%, etc.,
92.1%, 92.2%, 92.3%, 92.4%, 92.5%, etc., etc..

Ademas, la referencia a un margen de 1-3, 3-5, 5-
10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90,
90-100, 100-110, 110-120, 120-130, 130-140, 140-150, 150-160,
160-170, 170-180, 180-190, 190-200, 200-225, 225-250 incluye
-2y 3; 4 5 6, T 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, etc. En un ejemplo adicional, la referencia a un
margen de 25-250, 250-500, 500-1000, 1000-2500 & 2500-5000,
5000-25,000, 5000-50,000 incluye cualquier valor numérico o
margen dentro o que abarca tales valores, por ejemplo, 25,
26, 27, 28; 29...250, 251, 252, 253; 254....500, 501, 502,
503, 504..., etc.

Como se utiliza también en la presente una serie de
margenes se describe a través de este documento. El uso de
una serie de margenes incluye combinaciones de los margenes
superior e inferior para proporcionar otro margen. Esta

construccién se aplica independientemerte de la amplitud del
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margen y en todos los contextos a través de este documento de
patente. Por lo tanto, por ejemplo, se hace referencia a una
serie de margenes tales como 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-
50, 50-75, 75-100, 100-150, incluye margenes tales como 5-20,
5-30, 5-40, 5-50, 5-75, 5-100, 5-150, y 10-30, 10-40, 10-50,
10-75, 10-100, 10-150, y 20-40, 20-50, 20-75, 20-100, 20-150,
etay

Para concisién, ciertas abreviaturas se utilizan en
la presente. Un ejemplo son las abreviaturas de una sola
letra para representar residuos de aminoacidos. Los
aminoacidos y sus tres letras correspondientes y las

abreviaturas de una sola letra son como sigue:

alanina Ala (A)
érginina Arg (R)
asparagina Asn (N)
acido aspartico Asp (D)
cisteina Cys . (C)
acido glutéamico Glu (E)
glutamina Gln (Q)
glicina Gly (G)
histidina His (H)
isoleucina Ile (I)
leucina Leu (L)
lisina Lys (K)
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metionina Met (M)
fenilalanina ' Phe (F)
prolina Pro (P)
Serina Ser (S)
treonina Thr (T)
triptoféan Trp (W)
tirosina Tyr (Y)
valina Val (V)

La 1invencién se describe generalmente en la
presente utilizandc un lenguaje afirmativo para describir las
numerosas modalidades. La invencién también incluye
especificamente modalidades en la cuales la materia objeto
particular se excluye, en todo o en parte, tal como las
sustancias o materiales, método de etapas y condiciones,
protocolos, procedimientos, ensayos o analisis. Por lo tanto,
incluso 1la invencién no se expresa generalmente en la
presente en términos de lo que la invencién no incluye,
aspectos que no se incluyen expresamente en la invencién sin
embargo se describen en la presente.

Se ha descrite un nimero de modalidades de 1la
invencién. En consecuencia, se entenderd que pueden hacerse
diversas modificaciones sin apartarse del espiritu y alcance

de la invencién. Por consiguiente, los siguientes ejemplos se
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pretenden para ilustrar pero no para limitar el alcance de la

invencién descrita en las reivindicaciones.

Ejemglos
Ejemplo 1

Lo siguiente es una descripcién de diversos métodos
y materiales utilizados en los estudios en la presente.

Animales. Se compraron ratones db/db de The Jackson
Laboratory (Bar Habor, ME), los ratones se mantuvieron de
acuerdo con las lineas guia de bienestar bajo luz controlada
(ciclos de 12 horas de luz yll2 horas de oscuridad, oscuridad
6:30 pm-6:30 am), condiciones de temperatura (22+4°C) vy
humedad (50%+20%). Tuvieron libre accesoc al agua (agua
destilada en autoclave) y se alimentaron ad libitum con una
dieta comercial (Harlan Laboratories, Indianapolis, EN,
Irradiated 2018 Teklad Global 18% Protein Rodent Diet) que
contienen.17% % de kcal de grasas, 23% de kcal de proteinas y
60% de kcal de carbohidratos. Para la obesidad inducida por
dieta, se mantuvieron los ratones C57BL6/J (Jackson
Laboratory) en una dieta alta en grasas (D 12492, Research
Diet, New Brunswick, NJ. USA) que contiene 60% de kcal de
grasas, 20% de kcal de proteinas y 20% de kcal de
carbohidratos durante 16-20 semanas. Todos los estudios con
animales fueron aprobados por NGM del Comité Institucional

para el Cuidado y Uso de Animales.
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ADN y las secuencias de aminoacidos. ADNc de ORF
que codifica variantes de FGF19 humano (Homo sapiens FGF19,
GenBank Accession No. NM 005117.2).

La secuencia de proteina codificada por el ADNc

(No. de Acceso de GenBank. NP 005108.1) PCR. ORF de FGF19 se

amplificé <con. la reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
utilizando ADN recombinante (ADNc) preparado a partir del
tejido del intestino delgado humano. Los reactivos de PCR se
equipan con Fusién de polimerasa de ADN de alta fidelidad se
compraron de New England BioLabs (F-530L, Ipswich, MA). Se
utilizaron los siguientes cebadores: cebador PCR directo: 5’
CCGACTAGTCACCatgcggagcgggtgtgtgg Y cebador PCR inverso
primer: 5’

ATAAGAATGCGGCCGCTTACTTCTCAAAGCTGGGACTCCTC.

El fragmento de ADN amplificado se digirié con
enzimas de restriccién Spe I y Not I (los sitios de
restriccién se incluyeron en los cebadores PCR 5’ & 37,
respectivamente) y luego se ligaron con los vectores de
transgen AAV que se han digerido con las mismas enzimas de
restriccién. El vector utilizado para la expresién contenia
un marcador seleccionable y casete de expresién compuesto de
un promotor 5’ eucaridtico de un sitio para la insercién de
las secuencia de codificacién clonada, seguida por una regién
3’ sin traducir y cola de poliadenilacién de la horma de

crecimiento bovino. La construccién de expresién también se
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flanquea por repeticiones de terminal interna en los extremos
Hy 3,

Produccién y purificacién de AAV. Las células
AAV293 (obtenidas a partir de Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) se cultivaron en una Modificacién de Dulbeco del
Medio de Eagle (DMEM, Mediatech, Inc. Manassas, VA)
suplementadas con 10% de suero de bovino fetal y 1x de
solucidén antidética-antimicética (Mediatech, 1Inc. Manassas,
VA) . Las células se colocaron en placas a 50% de densidad el
dia 1 en placas de cultivo de células de 150 mm y se
transfectaron el dia 2, utilizando métodec de precipitacién de
fosfato de calcio con los siguientes 3 plasmidos (20 pg/placa
de cada uno): plésmido de transgen de AAV, plasmidos de
pHelper (Agilent Technologies) y plasmido de AAV2/9 (Gao et
al., J. Virol. 78:6381 (2004)). Se rasparon 48 horas después
de la transfeccién, las células de las placas, se granularon
por centrifugacién al 3000xg y se resuspendieron en un
regulador gue contiene Tris 20 mM de pH 8.5, Nacl 100 mM y
MgCl; 1 mM. La suspensidén se congeld en un bafio de hielo seco
y alcohol y después se descbnqelé en un bafio de agua 37°C.
Los ciclos de congelacién y descongelacién se repitieron tres
veces; se agregd Benzenasa (Sigma-aldrich, St. Louis, MO) a
50 unidades/ml; se agregdé desoxicolato a una concentracién
final de 0.25%. Después de la incubacién a 37°C durante 30

minutos, desechos celulares se desprendieron por
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centrifugacién a 5000 x g durante 20 minutos. Las particulas
virales del sobrenadante se purificaron utilizando un
gradiente de iodixanal descontinuado (Sigma-aldrich, St.
Louis, MO) como se describe (Zolotukhin S. et al (1999) Gene
Ther. 6:973). El material viral se concentrdé utilizando
Vivaspin 20 (MW cuteff 100,000 Dalton, Sartorius Stedim
Biotech, Aubagne, France) y se suspendié en una solucidn
salina regulada con fosfato (PBS) con 10% de glicerol vy
almacenada a -80°C. Para determinar el numero de copia de
genoma viral, se incubaron 2 ul del material viral en 6 ul de
solucién que contiene 50 unidades/ml de Benzonaso, Tris-HC1
50 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM y CaCl, 10 mM a 37°C durante 30
minutos.

Posteriormente, se agregaron 15 pl de la solucién
que contiene 2 mg/ml de'Proteipasa K, 0.5% de SDS y EDTA 25
mM y la mezcla se incubé durante 20 minutos adicionales a
55°C para la liberacién de ADN viral. El ADN viral se limpié
con mini DNeasy Kit (Qiagen, Valencia, CA) y se eluyd con 40
Ml de agua. Se determindé la copia de genoma viral (GC) al
utilizar PCR cuantitativo.

El material wviral se diluyé con PBS has GC/ml
deseable. La solucidén del trabajo wviral (200 ul) se
suministré en ratones mediante la inyeccién en la vena de la

cola.

Ensayo de glucosa en sangre. La glucosa en sangre
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en pedazo de cola del ratén se midid utilizando las tiras de
prueba ACCU-CHEK Active leidas por el medidor de ACCU-CHEK
Active (Roche Diagnostics, Indianapolis, 1IN) siguiendo 1la
instruccién del fabricante.

Ensayo del perfil de lipidos. La sangre completa de
los pedacitos de cola del ratén se recolectaron en tubos
capilares (BD Clay Adams SurePrep, Becton Dickenson v o
Sparks, MD). El suero y las células sanguineas se separaron
al girar los tubos en un Autocrit Ultra 3 (Becton Dickinson %
Co. Sparks, MD). Las muestras de suero se analizaron para el
perfil de lipidos (triglicéridos, colesterol total, HDL, vy
sin HDL) utilizando el Analizador Clinico Integra 400 (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Ensayo del nivel de exposicidn del suero
FGF19/FGF2l/variantes. La sangre completa (aproximadamente 50
pul/ratén) de los pedacitos de cola del ratén se recolectaron
en tubos capilares simples (BD Clay Adams SurePrep, Becton
Dickenson y Co. Sparks, MD). El suero y las células de sangre
se separaron al hacer girar los tubos en un Autocrit Ultra 3
(Becton Dickinson y Co. Sparks, MD). FGF19, FGF21, y niveles
de exposicidén variantes en suero se determinaron utilizando
los equipos EIA (Biovendor) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Ensayo de carcinoma hepatocelular (HCC). La muestra
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de higado se coseché de ratones db/db 6 meses después de la
inyeccidén AAV. La puntuacién de HCC se registrdé como el
numero de ndédulos de HCC en la superficie de todo el higado
de ratones inyectados con variantes dividida por el nUmero de
ndédulos de HCC con ratones inyectados con FGF19 de tipo
silvestre.

Ensayo de expresién de gen del higado. La muestra
de higado se coseché y se homogenizd en un reactivo de Trizol
(Invitrogen). El ARN total se extrajo siguiendo las
instrucciones del fabricante. E1 ARN se tratdé con DNase
(Ambion) seguida por un andlisis de RT-PCR cuantitativo
utilizando los cebadores Tagman y reactivos de Applied
Biosystems. Los niveles de ARNm. relativos de aldo-ceto
reductasa y slcla2 en el higado se calcularon utilizando el
método AACt.

Ensayos de enlace y actividad de FGFR4. ELISA en
fase sb6lida (aglutinante) y el ensayo de fosforilacién de ERK
se realizaron utilizando proteinas recombinantes purificadas.
El ensayo de enlace de FGFR se condujo utilizando ELISA en
fase sélida. Brevemente, la placa de 96 pozos se recubrid con
2 ug/ml de anticuerpo anti-hFc y se incubé con 1 ug/ml FGFR1-
hFc o FGFR4-hFc. Se detectd la unién a las variantes FGF1l9 en
la presencia de 1 ug/ml soluble deb-cloto y 20 ﬁg/ml de
heparina por anticuerpos anti-FGF19 biotinilados (0.2ug/mL),

seguido por la incubacién de estreptavidin-HRP (100ng/mL).

\
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Para ensayo de activacién de FGFR4, se estimularon las
células Hep3B con las variantes FGF19 durante 10 minutos a
37C, después se lisaron 1inmediatamente y se sometieron a
ensayo para fosforilacién " de ERK utilizando un equipo

comercialmente disponible de Cis-Bio.

Ejemplo 2

Lo siguiente es una descripcién de los estudios que
muestran la actividad de disminucién de glucosa de diversas
variantes de secuencia de FGF19 y FGF21, y los constructos de
fusidén de FGF19/FGF21.

La Figura 2 ilustra los constructos de fusién de
FGF19 FGF21 ejemplares, y los segmentos de cada uno de los
FGF19 y FGF21 presentes en los péptidos de fusién. Estos
péptidos se analizaron por la actividad de disminucidén de
glucosa y lipido estadisticamente significativo que eleva o
incrementa la actividad (Tablas 1-8 y Figura 1).

Se 1inyectaron los ratones (db/db) con el vector
viral que expresa FGF19, FGF21 o variantes, Yy se analizd
después de la inyeccién. La actividad de disminucién de
glucosa de cada secuencia se representé por un simbolo “+”
(un simbolo “-* significa sin actividad de disminucién de
glucosa, un simbolo “+/-"significa las variantes conservan la
actividad de disminucién de glucosa minima); la actividad de

elevacién de 1lipidos se representa por un simbolo “+” (un
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simbolo “-” significa sin actividad de elevacién de lipidos,
un simbolo “+/-” significa que las variantes mantienen la
actividad de elevacién de lipidos minima, Figura 2).

Dos fusiones de FGF21 y FGF19, indican la variante
M5 y la variante 45 (M45), mostré actividad de disminucién de
glucosa y una ausencia de actividad de elevacién o incremento
de lipidos estadisticamente significativos. Las variantes
indicadas M1, M2 y M69, respectivamente (Figura 1, también
muestran actividad de disminucién de glucosa (Figuras 3B vy
3C, Tabla 5). Los datos comparan la actividad de disminucién
de glucosa de M5, M1, M2 y M69 y la actividad de elevacién o
incremento de lipidos para FGF19 y FGF21 se ilustran en las

Figuras 3A-3C y 4A-4C.

Ejemplo 3

La siguiente es una descripcién de estudios que
muestran que las variantes M5, M1, M2 vy M69 no son
tumorigénicas, como se determina por la formacién de
carcinoma hepatocelular (HCC), y que las variantes M5, M2 Y
M69 también tampoco reducen la masa magra y la masa grasa.

Los animales (db/db) se inyectaron con los vectores
AAV que expresan FGF19, FGF21, M5, M1, M2, o M69, o se
inyectan con solucién salina, y se analizan 6 meses después
de la inyeccién. Los datos indicaron que las variantes M5,

M1, M2, Y M69 no inducen la formacidn (HCC)
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significativamente (Figuras 5A-5C).

Los animales (ratones db/db) también se inyectaron
con un vector viral que expresa FGF19, FGF21, M5, M1, M2 o
M69, o se inyectan con solucién salina y se analizaron 6
meses después de la inyeccidén para el efecto en la masa magra
y la masa grasa. Los datos indican que los péptidos M5, M2 y
M69 no provocaron una reduccién estadisticamente
significativa en la masa magra o masa grasa, en contraste con

FGF21, y el péptido M1 reduce la masa magra (Figuras 6A-6C).

Ejemplo 4

El siguiente es un. resumen de datos de 25 péptidos
variantes adicionales analizados para la actividad de
elevacién de lipidos y tumorigénesis. Los datos claramente
muestran wuna correlacién positiva entre la elevacién de
lipidos y tumorigénesis, como se determina por la formacién
de carcinoma hepatocelular (HCC) en ratones db/db.

Las Tablas 1 a 3 resumen los datos para 26
diferentes péptidos variantes. Tales péptidos variantes
ejemplificados tienen una secuencia C-terminal de FGF19:
PHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKM
QGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPML
PMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK en la porcién
de C-terminal, por ejemplo, después de los residuos de

aminoacidos ™“TSG”. Notablemente, péptidos variantes (7' en
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total, incluyendo MS) no provocaron una elevacién
estadisticamente significativa de 1lipidos ni indujeron
formacién de carcinoma hepatocelular (HCC). En contraste,
todos los péptidos variantes (17 en total) que provocaron una
elevacién estadisticamente significativa de lipidos también
provocaron formacidén de carcinoma hepatocelular (HCC) en
ratones. Estos datos | indican que existe una fuerte
correlacidén positiva entre la actividad de elevacién de
lipidos y la formacién de carcinoma hepatocelular (HCC). Por
consiguiente, la actividad de elevacién de lipidos puede
utilizarse como un indicador y/o factor de prediccién de 1la

formacién de carcinoma hepatocelular (HCC) en animales.

Tabla 1: Triglicéridos y Colesterol Elevados en los
Ratones db/db Parece que se Ccrrelacionan Positivamente Con

la Formacidén de HCC.

Dominio N- terminal — Elevacion Formacion
& A s ucleo de Lipidos de HCC
FGF19 RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG <t +
FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD - -
M5 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG - -
M74 Re-eseecnceeae-DAGPHVHYGWGDPL  RLRHLYTSG 5 +
M75 R VHYGWGDPI RLRHLYTSG - -
M76 R GDPI RLRHLYTSG - o
M77 R RLRIILYTSG - -
M78 Romeoemeoooeeeee- AGPHVHYGWGDPL  RLRHLYTSG + +
M79 R-—-oooooeeeeeeee-. GPHVHYGWGDPI  RLRHLYTSG + +
Ms0 R PHVHYGWGDPI ~ RLRHLYTSG - -

M8l R HVHYGWGDPI RLRHLYTSG -
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Tabla 2: Triglicéridos y Colesterol Elevados en
Ratones db/db Parece que se Correlacionan Positivamente con

la Formacidén de Formacidén de HCC

Dominio N- terminal . Elevacion Formacion
; Nucleo de Lipidos de HCC
v N

FGF19 RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG + +
FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD - -
M82 RPLAFSAAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG -+ +
M83 RPLAFSDAAPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG +/- +/
M84 RPLAFSDAGAHVHYGWGDPI RLRIILYTSG +/- +
M85 RPLAFSDAGPHVHYGAGDPI RLRHLYTSG - -
MB6 RPLAFSDAGPHVHYGWGAPI RLRHLYTSG + +
M87 RPLAFSDAGPHVHYGWGDAI RLRHLYTSG + +

Tabla 3: Triglicéridos y Colesterol Elevados en los

Ratones db/db Parece que se Correlacionan Positivamente Con

la Formacidén de HCC.

Dominio N-terminal Elevacion Formacién

r ! . Nucleo de Lipidos de HCC
FGF19 RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG + +
FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD - -
H31A/S141A(MBS) FGF19 + +
H31A/H142A(M89) FGF19 + +
K127AfR129A(M90) FGF19 + +
K127A/S141A(M91) FGF19 + +
K127A/H142A (M92) FGF19 + +
R129A/S141A(M93) FGF19 " +
S141A/H142A (M94) FGF13 + 4
K127A/H142A (MS5) FGF19 + +
K127A/R129A/S14 1A (M97) FGF19 + +
K127A/R129A/H14 24 (M98) FGF19 + +
K127A/R129A/S141A/H142A (M39) FGF19 +

Ejemplo 5

Lo siguiente es un resumen de datos de los péptidos
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de variante de FGF19 adicional analizados para la actividad
de disminucién de glucosa y la actividad de elevacién de
lipidos.

La Tabla 4 ilustra el péptido “secuencias 6 de
nicleo” de 35 variantes de FGF19 adicionales, indicadas por
M5 a M40. Tales péptidos de variantes ejemplificados tienen
una secuencia C-terminal de FGF19,
PHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKM
QGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPML
PMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK en la porcidn
C-terminal, por ejemplo, después de los residuos de
aminoacidos de "“TSG” de la secuencia de nlcleo. Los datos
claramente muestran que las variantes M6, M7, M8, mM38 y M39
tienen las caracteristicas deseadas de actividad de
disminucién de glucosa y una actividad de elevacién de

lipidos no estadisticamente significativa en ratones db/db.



Tabla 4: Variantes

Dominio de N-terminal

FGF19
FGF21
M5
M6
M7
M8
M9
M10
MI11
MI12
MI3
M14
MI135
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40

Dominio N- terminal

RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI
HPIPDSSPLLQ--FGGQV
R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV
R--—-—-DSSPLLQ--FGGQV
RPLAFSDSSPLLQ--FGGQV
R-HPIPDSSPLLQ--WGDPI
R-HPIPDSSPLLQFGWGDPI
R-HPIPDSSPHVIY GWGDPI
RPLAFSDAGPLLQ--WGDPI
RPLAFSDAGPLLQFGWGDPI
RPLAFSDAGPLLQ--FGGQV
R-HPIPDSSPHVHYG--GQV
RPLAFSDAGPHVHYG--GQV
RPLAFSDAGPHVH--WGDPI
RPLAFSDAGPHV--GWGDPI
RPLAFSDAGPH--YGWGDPI
RPLAFSDAGP-V-YGWGDPI
RPLAFSDAGP-VII-GWGDPI
RPLAFSDAGP-VHY-WGDPI
RPLAFSDAGPHVH-GWGDPI
RPLAFSDAGPH-H-GWGDPI
RPLAFSDAGPH-HY-WGDPI
RPLAFSDAGPHV-Y-WGDPI
RPLAFSDSSPLVH--WGDPI
RPLAFSDSSPHVH--WGDP]
RPLAFSDAPHV---WGDPI
RPLAFSDAGPHVHY-WGDPI
RPLAFSDAGPHVHYAWGDPI
R-HPIPDSSPLLQ--FGAQV
R-HPIPDSSPLLQ--FGIYQV
R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV
R-HPIPDSSPLLQ--FG7AV
R-HPIPDSSPLLQ--FGGEV
R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV
R-HPIPDSSPLLQ--FGGUA
R-HPIPDSSPLLQ--FGGQT
R-HPIPDSSPLLQ--FGGQT
R-HPIPDSSPLLQFGWGQPO

149

Adicionales y Mapeo Fino del

Nucleo

RLRHLYTSG
RQRYLYTDD
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG

RLRHLYTSG

RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRIILYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRMLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG
RLRHLYTSG

Disminuacion
de Glucosa

+ 4+ + 4+ o+

Elevacion
de Lipidos

N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
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Tabla 4a:
L . Disminucion Elevacion  Formacion
Dominio N-terminal de Glucosa de Lipidos de HCC
! . — Nucleo

FGF19 RPLAFSDAGPHVIIYGWGDPI RLRHLYTSG + + “+

FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD + : -

M5 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG + - -

M9 R-HPIPDSSPLLOQFGWGDPI RLRHLYTSG + =+ H

M8 R-HPIPDSSPLLQ--WGDPI RLRHLYTSG + + iz

M12 RPLAFSDAGPLLQFGWGIPI RLRIILYTSG = + +

MLO R-HPIPDSSPHVHYGWGEP! RLRHLYTSG - + =+

MI3 RPLAFSDAGPLLQ-FGGQV RLRHLYTSG - + t

MI15 RPLAFSDAGPHVHYG--GQV RLRHLYTSG - - H-

M4 R-HPIPDSSPHVHYG--GQV RLRHLYTSG - - -

M43 RPLAFSDAGPHVHYG-GD-1 RLRHLYTSG - - +H-

M6 ) Re----DSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG + - -

M7 RPLAFSDSSPLLQ--FGGQV RLRILY1SG + - -

Tabla 4b:
. - . _Jimmm“ i i . i i¢
Dominio N- terminal e Glucosa de Lipidos de HCC

. ! " Nicleo
FGF19 RPLAFSDAGPHVHY GWGDPI RLRHLYTSG + + H
FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD + - -
M5 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG + - ®
M31 R-HPIPDSSPLLQ--FGAQV RLRHLYTSG + = i
M32 R-HPIPDSSPLLQ--FGDQV RLRHLYTSG + - -
M33 R-HPIPDSSPLLQ--FGPQV RLRHLYTSG - - +
M34 R-HPIPDSSPLLQ--FGGAV RLRHLYTSG - - +
M35 R-HPIPDSSPLLQ--FGGEV RLRHLYTSG - - +
M36 R-HPIPDSSPLLQ--FGGNV RLRUHLYTSG + - +-
M37 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQA RLRHLYTSG = - +
M38 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQI RLRHLYTSG : - +
M39 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQT RLRHLYTSG . - +
M40 R-HPIPDSSPLLQFGWGQPV RLRHLYTSG = +
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Tabla 4c:
Dominio N-terminal Disminucian Elevacion  Formacion
. . . Nucleo de Glucosa  de Lipidos  de HCC
FGF19 RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRULY TSG + ¥ i
FGF21 HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD + =
M3 R-TIPIPDSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG + -
M52 R--—DSSPLLQ--WGDPI RLRHLYTSG - + ”
M54 RPLAFSDAGPLLQ--WGDPI RLRHLYTSG . + +
MSS RPLAFSDAGPH--YGWGDPI RLRHLYTSG e + +
MS56 RPLAFSDAGP-V-YGWGDPI RLRHLYTSG . + +
M57 RPLAFSDAGP-VH-GWGDPI RLRHLYTSG + +
M58 RPLAFSDAGP-VHY-WGDPI RLRHLYTSG - +
M59 RPLAFSDAGPH-TI-GWGDPI RLRHLYTSG : +
MG0 RPLAFSDAGPH-HY-WGDPI RLRHLYTSG + +
MG61 RPLAFSDAGPHV--GWGDPI RLRIILYTSG - +
M62 RPLAFSDAGPHV-Y-WGDPI RLRHLYTSG . - +
M63 RPLAFSDAGPHVH--WGDPI RLRHLYTSG - + +
M64 RPLAFSDSSPLVH--WGDPI RLRHLYTSG + + +
M65 RPLAFSDSSPHVH--WGDPI RLRHLYTSG 5 + +
M66 RPLAFSDAGPHLQ--WGDPI RLRHLYTSG - - +
M67 RPLAFSDAGPHV---WGDPI RLRHLYTSG = - +-
M68 RPLAFSDAGPHVHY-WGDPI RLRHLYTSG - - -
M4 RPLAFSDAGPHVHYAWGDPI RLRHLYTSG + + +
M6 R-----DSSPLVHYGWGDPI RLRHLYTSG + + .
M70 MR----DSSPLVIIYGWGDPI RLRHLYTSG + + -
M33 M--—--DSSPLYHYGWGDPL RLRHLYTSG + - -

La Tabla 5 ilustra las secuencias de péptidos de 3
variantes de FGF19 adicionales, indicado M1, M2 y M69. Los
datos claramente muestran que estas tres variantes tienen las
caracteristicas deseadas de actividad ‘de disminucién de
glucosa en ratones db/db (Figuras 3B y 3C). Estas tres

variantes parece que elevan los lipidos en ratones db/db

Figuras 4B y 4C).

Tabla 5: Variantes Adicionales
Ml: RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLPVHLYTSGPHGLSSCE‘LRIRADGVVDCARGQSAHSL
LEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEK

HRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMD

PFGLVTGLEAVRSPSFEK
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M2:RPLAFSDSSPLYHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSL
LETKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEK
HRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMD
PFGLVTGLEAVRSPSFEK

M69: RDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKA
VALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLP

VSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGL

VTGLEAVRSPSFEK

Ejemplo 6

Lo siguiente es un resumen de datos que muestra que
FGF19 reduce el peso corporal en ratones obesos inducidos por
dieta y en ratones ob/ob, ylactividad de formacién de tumor
del higado y peso corporal en ratones db/db.

Los ratones se inyectaron con FGF19 o FGF21 en el

vector AAV. El peso corporal se registrd 4 semanas después de

la inyeccién.

Tabla 6: FGF19 reduce el peso corporal en ratones

obesos inducidos por dieta y en ratones ob/ob

o . Disminucion de Peso ~ Disminucion de Peso
Dominio N-terminal Qgrg;ral en DIO Corporal en ob/o
T A \ Nucleo
FGF18% RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG *

FGEF21 HPIPOSSPLLO--FGGQV RORYLYTDD +
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Tabla 7: Correlacién de peso corporal y formacién
de tumor del higado de FGF19, FGF2l y variantes seleccionadas

en ratones db/db

N de
| Domnio N-terrlmna o IMI Qr:&f;la_l
FGF19 RPLAFSDAGPHVHYGWGDPI RLRHLYTSG + e
FGF21 ~ HPIPDSSPLLQ--FGGQV RQRYLYTDD . Disminaide
M5 R-HPIPDSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG- - Incrementado
M6 R-----DSSPLLQ--FGGQV RLRHLYTSG - Disminuido
M32 R-HPIPDSSPLLQ--FGDQV RLRHLYTSG < Disminuido
M52 R---DSSPLLQ--WGDPI RLRHLYTSG . Hismyiuee
M69 R-----DSSPLVHYGWGDPI RLRHLYTSG : Incrementado

Ejemplo 7

Lo siguiente es un estudio que muestra que los
péptidos variante M5 y variante M69 reducen la glucosa en
sangre.

Los ratones (ob/ob) se inyectaron (subcutdneamente)
con M5 (0.1 y 1 mg/kg, s.c.) o FGF19 (1 mg/kg, s.c), o
variante M69 (0.1 y 1 mg/kg, s.c.) o FGF19 (1 mg/kg, s.c).
Los niveles de plasma se midieron en 2; 4, 7, y 24 horas
después de la inyeccién, y los resultados se muestran en la
Figura 7. M5 (Figura 7A) y variante M69 (Figura 7B) mostraron

efectos de disminucién de glucosa como el FGF19 de tipo

silvestre.
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Ejemplo 8

Este ejemplo describe un estudio que muestra la
presidén hepédtica de aldo-ceto reductasa de la familia 1,
miembro C18 (AkrlCl8) y el portador soluto de la familia 1,
miembro 2 (slcla?2) parece Que se correlaciona con la
actividad de HCC.

Los ratones (db/db) se inyectaron con un vector
viral que expresa FGF19 (HCC+), FGF21 (HCC-), dN2 (HCC-) o M5
(HCC-), o se inyectaron con GFP. Las muestras del higado se
cosecharon y se analizaron por RT-PCR cuantitativo 2 semanas
después de la inyeccién. Los datos, mostrados en la Figura 8,
muestran que la expresién del higado de AkrlCl8 y slcla?2

parece que se correlaciona con la actividad de HCC.

Tabla 8: Resumen de las Variantes FGF19 en el

Ensayo de Sefializacidén de Adiposito 3T3L1

Ensayo P-Erk
en adipocitos

3T3L1 FGF19 | FGFr21 M5 M2 M63 M64d M1 M8
Experimento#1:
Emax 3.67 [ 4.33 | 3.52|4.19|3.21|3.67(4.24|4.16
EC50 (nM) 0.05 | 0.65 | 0.03|0.05({0.92|0.02]0.03(0.03
Experimento#2:
Emax 4.52 [ 4.83 | 4.01|5.56|4.17|4.85|5.30]5.34
EC50 (nM) D33 1.48 [ 0.1410.15(0.66|0.12|0.09(0.09
Experimento#3:
Emax 4,09 | 4,14 | 3.74 | 4.24 | 3.15 | 4.18 | 4.77 [ 4.16

EC50 (nM) 0.16 | 1.50 [ 0.24]0.14/0.28|0.14|0.07(0.14
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REIVINDICACIONES
L Una secuencia de péptidos quiméricos,

caracterizado porque comprende:

a) una regidén N~terminal que comprende por lo menos
siete residuos aminocdcidos, la regién N-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcido y una Ultima posicién de
aminodcido, en donde la regién N-terminal comprende DSSPL o
DASPH; vy

b) una regién-c—terminal comprende una porcién de
la SEQ ID NO: 99 [FGF19], la regién C-terminal que tiene una
primera posicién de aminodcido y una uUltima posicién de
aminodcido, en donde 1la regién C-terminal comprende los
residuos de amihoécidos 16-29 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19],
WGDPIRLRHLYTSG, en donde el residuo W corresponde a la
primera posicién de aminodcido de la regién C-terminal.

2. Una secuencia de péptidos quiméricos,
caracterizada porque comprende:

a) una regién N-terminal que comprende una porcién
de la SEQ ID NO: 100 [FGF21], la regién N-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcido y una dltima posicién de
aminoacido, en donde la regién N-terminal comprende los
residuos de aminodcidos GQV, y en donde el residuo V
corresponde a la ultima posicidon de aminodcido de la regién
N-terminal; y

b) una regién C-terminal que comprende una porcién
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de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], la regién C-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcido y una Gltima posicién de
aminoacido, en donde la regién C-terminal comprende los
residuos de aminoacidos 21-29 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19],
RLRHLYTSG, y en donde el residuo R corresponde a la primera
posicién de la regién C-terminal.

3. Una secuencia de péptidos quiméricos,
caracterizada porque comprende:

a) una regién N-terminal éue comprende una porcidn
de la SEQ ID NO: 100 [FGF21], la regién N-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcido y una Gltima posicién de
aminoacido, en donde la regién N-terminal comprende al menos
5 aminoacidos contiguos de 1la SEQ ID NO: 100 [FGF21] que
incluyen los residuos de aminodcidos GQV, y en donde el
residuo V corresponde a la ﬁlfima posicién de aminoacido de
la regién N-terminal; y

b) una regién C-terminal que comprende una porcidn
de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], la regién C-terminal que tiene
una primera posicién de aminodcido y una Gltima posicién de
aminodcido, en donde la regién C-terminal comprende residuos
de aminoacidos 21-29 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], RLRHLYTSG,
y en donde el residuo R corresponde a la primera posicién de
la regién C-terminal.

4. La secuencia de péptidos de conformidad con la

reivindicacién 3, caracterizada porque la regién N-terminal
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comprende al menos 6 aminodcidos contiguos de la SEQ ED NO:
100 [FGF21] que incluyen los residuos de aminoadcidos GQV.

5. La secuencia de péptidos de conformidad con la
reivindicacién 3, caracterizada porque la regién N-terminal
comprende al menos 7 aminodcidos contiguos de la SEQ ID NO:
100 [FGF21] que incluyen los residuos de aminodcidos GQV.

6. Una secuencia de péptidos, caracterizada porque
comprende o consiste de cualquiera de:

a) una variante de frecuencia de factor 19 de
crecimiento de fibroblasto (FGF19) que tiene una o mas
sustituciones, insercicnes o supresiones de aminodcidos
comparadas con un FGF19 de referencia o de tipo silvestre;

b) una variante de secuencia de factor 21 de
crecimiento de fibroblasto (FGF21l) que tiene una o mas
sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos
comparadas con un FGF21 de referencia o de tipo silvestre;

c) una porcién de una secuencia de FGF19 fusionada
a una porcién de una secuencia de FGF21l; o

d) una porcidén de una secuencia de FGF19 fusionada
a una porcidén de una secuencia de FGF21l, en donde la o las
porciones de secuencia de FGF19 y/o FGF21) tienen una o mas
sustituciones, inserciones o supresiones de aminodcidos

comparadas con un FGF19 y/o FGF21 de referencia o de tipo

silvestre.
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7. La secuencia de péptidos de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizada porque la secuencia de
péptidos tiene aminodcidos aﬁino—terminales 1-16 de la SEQ ID
NO: 100 [FGF21] fusionados con aminodcidos carboxi-terminales
21-194 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19], o en donde la secuencia
de péptidos tiene aminoacidos amino-terminales 1-147 de la
SEQ ID NO: 99 [FGF19] fusionados con aminodcidos carboxi-
terminales 147-181 de la SEQ ID NO: 100 [FGF21] (M4l), o en
donde la secuencia de péptidos tiene aminodcidos amino-
terminales 1-20 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] fusionados con
aminodcidos carboxi-terminales 17-181 de la SEQ ID NO: 100
[FGF21] (M44), o en donde la secuenqia. de péptidos tiene
aminoacidos amino-terminales 1-146 de la SEQ ID NO: 100
[FGF21] fusionados con aminodcidos carboxi-terminales 148-194
de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] (M45), o en donde la secuenciq de
péptidos tiene aminodcidos amino-terminales 1-20 de la SEQ ID
NO: 99 [FGF19] fusionados con aminodcidos internos 17-146 de
la SEQ ID NO: 100 [FGF21] fusionados con aminodcidos carboxi-
terminales 148-194 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19] (M46).

8. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con las.reivindicaciones 1, 2 6 6,
caracterizada porque la secuencia de péptidos tiene un motivo
de secuencia de WGDPI que corresponde a la secuencia de WGDPI

de los aminocacidos 16-20 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19].

9. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
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de péptidos de conformidad <con la reivindicacién 8,
caracterizada porque la secuencia de péptidos mantiene o
incrementa una actividad mediada por FGFR4.

10. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con las reivindicaciones 1, 2 6 6,
caracterizada porque la secuencia de péptidos tiene un motivo
de secuencia de WGDPI sustituido, mutado o ausente que
corresponde a la secuencia de WGDPI de FGF19 de los
aminodcidos 16-20 de FGF19.

11. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con la reivindicacién 10,
caracterizada porque la secuencia de WGDPI tiene uno o méas
aminoacidos sustituidos, mutados o ausentes.

12. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con las reivindicaciones 1, 2 6 6,
caracterizada porque la secuencia de péptidos es distinta de
una secuencia de la variante FGF que tiene cualquiera de GQV,
GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI,
WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituido para
la secuencia de WGDPI de FGF19 en los aminocacidos 16-20.

13. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 ¢ 6, caracterizada porque la regidn
N-terminal o C-terminal es desde alrededor de 20 a alrededor

de 200 residuos de aminoadcidos en longitud.
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14. La secuencia de ©péptidos quiméricos de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque la
region N-terminal comprende residuos de aminodcidos VHYG, en
donde la regién N-terminal comprende los residuos ' de
aminoacidos DASPFTVHYG, o en donde la regién N-terminal
comprende los residuos de aminodcidos DSSPLVHYG.

15. La secuencia de ©péptidos quiméricos de
conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada porque G
corresponde a la ultima posicién de la regién N-terminal.

16. La secuencia de péptidos quiméricos de
conformidad con las reivindicaciones 1 & 6, caracterizada
porque la regidén N-terminal comprende residuos de aminoicidos
DSSPLLQ, y en donde el residuoc Q es la Gltima posicién de
aminoacido de la regién N-terminal.

) 7L La secuencia de ©péptidos quiméricos de
conformidad con la reivindicacién 15 &6 16, caracterizada
porque la regién N-terminal ademas comprende: RHPIP, en donde
R es la primera posicién de aminodcido de la regién N-
terminal; o HPIP, en donde H es la primera posicién de
aminoacido de la regién N-terminal; o RPLAF, en donde R es la
primera posicién de aminodcido de la regién N-terminal; o
PLAF, en donde P es la primera posicién de aminodcido de la
regién N-terminal; o R, en donde R es la primera posicién de
aminoacido de la regién N-terminal.

18. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
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de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos comprende o «consiste de cualquiera de 1la
secuencia de péptidos variante de M1-M98, o una subsecuencia
o fragmento de cualquiera de la secuencia de péptidos
variante M1-M98.

19. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos comprende o consiste de cualquiera de:
RDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M69) ; |
RDSSPLLOQWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQOSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEK
FTRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSFIFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLE
TDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M52) ;
HPIPDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAHSLLEI
AVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQ?SEEDCAFEEEIRPDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (MS) ;
HPIPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYVYQSE

AHSLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLS
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MVGPSQGRSPSYAS (M71);
HPIPDSSPLLOFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLOL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLS
MVGPSQGRSPSYAS (M72);
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLOL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLS
MVVQDELQGVGGEGCHMHPENCKTLLTDIDRTHTEKPVWDGITGE (M73);
RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAH
SLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGY
NVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESD
MFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M1) ;
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAH
SLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGY
NVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESD
MFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M2) ;
RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSA
HSLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEILEDG
YNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLES
DMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M3) ;
RDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKA
VALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSE
KHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHELPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPL

ETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M48);
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RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSL
LEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNV
YRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMF
SSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEKI(M49);
RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLE
IKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLOYSEEDCAFEEEILEDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M50) ;
RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLE
IKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M51) ;
MDSSPLLOWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKA
VALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEERPDGYNVYRSE
KHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPL
ETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M53); vy
MRDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLR¥RADGVVDCARGQSAH5LLE
IKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDS16MDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (M70), o© wuna subsecuencia o
fragmento de cualquiera de la secuencia de péptido anterior,
0 cualquiera de la secuencia de péptido anterior en donde el
residuo R terminal se elimina.

20. La secuencia de péptidos quiméricos de

conformidad con las reivindicaciones 1 & 2, caracterizada
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porque la regidén N-terminal comprende los residuos de
aminodcidos DSSPLLQFGGQV, y en donde el residuo V corresponde
a la Gltima posicidén de la regidén N-terminal.

21. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque los residuos
de aminocdcidos HPIP son los primeros 4 residuos de
aminodcidos de la regién N-terminal.

22. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad cen cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, 6 & 19, caracterizada porque la
primera posicién de la regién N-terminal es un residuo R, o
en donde la primera posicién de la regién N-terminal es un
residuo M, o en donde la primera y segunda posiciones de la
regién N-terminal es una secuencia MR, o en donde la primera
Yy segunda posiciones de la regidén N-terminal es una secuencia
RM, o en donde la primera y segunda posiciones de la regién
N-terminal es una secuencia RD, o en donde la primera vy
segunda posiciones de la regidn N—terminél e€s una secuencia
DS, o en donde la primera y segunda posiciones de la regién
N-terminal es una secuencia MD, o en donde la primera vy
segunda posiciones de la regidén N-terminal es una secuencia
MS, o en donde la primera a la tercera posiciones de la
regién N-terminal es una secuencia MDS, o en donde la primera

a la tercera posiciones de la regién N-terminal es una
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secuencia RDS, o en donde la primera a la tercera posiciones
de la regidn N-terminal es una secuencia MSD, o en donde la
primera a la tercera poéiciones de la regién N-terminal es
una secuencia MSS, o en donde la primera a la tercera
posiciones de la regién N-terminal es una secuencia DSS, o eﬁ
donde la primera a la cuarta posiciones de la regién N-
terminal es una secuencia RDSS, o en donde la primera a la
cuarta posiciones de la regién N-terminal es una secuencia
MDSS, o en donde la primera a la quinta posiciones de 1la
regién N-terminal es una secuencia MRDSS, o en donde la
primera a quinta posiciones de la regién N-terminal es una
secuencia MSSPL, o en donde la primera a la sexta posiciones
de la regidén N-terminal es una secuencia MDSSPL, o en donde
la primera a la séptima pcsiciones de la regién N-terminal es
una secuencia MSDSSPL.

23. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la ultima
posicién de la regién C-terminal corresponde a alrededor del
residuo 194 de la SEQ ID NO: 99 [FGF19].

24. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 & 6, caracterizada'porque la secuencia
de péptidos comprende o consiste de:

HPIPDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAHSLLEI
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KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYR
SEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSS
PLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento
del mismo; o
DSSPLLOFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEK
HRLPVSLSSAKQRQLYKKRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLE
TDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del
mismo;

RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGWDCARGQSAH
SLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGY
NVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESD
MFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia 0
fragmento del mismo;
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAH
SLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGY
NVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYK RGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESD
MFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK, o) una subsecuencia o
fragmento del mismo;
DSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIK
AVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRS
EKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMEFSSP
LETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK, o una subsecuencia o fragmento del

mismo.

25. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
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de péptidos de conformidad con las.reivindicaciones 18, 19 6
24, caracterizada porque la subsecuencia o fragmento del
nismo tieme 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas supresiones de aminodcido del
término amino, el término carboxi o internamente.

26 La secuencia de péptidos quiméricos de
conformidad con las reivindicaéiones 1, 2 6 6, caracterizada
porque la regién N-terminal o la regidén C-terminal, que
comprende o consiste de wuna secuencia de aminodcidos de

alrededor de 5 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, 60 a

70, 70 a 80, 80 a 90, 90 a 100 o mé&s aminodcidos.

27. La secuencia de péptidos de conformidad con las
reivindiéaciones 3 & 6, caracterizada porque la porcién de
secuencia de FGF19, o la porcién de secuencia de FGF21,
comprende o consiste de una secuencia de aminoacidos de
alrededor de 5 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, 50 a
60, 60 a 70, 70 a 80, 80 a 90, 90 a 100 o mas aminodcidos de
FGF19 o FGF21.

28. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualqguiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la regién N-
terminal, o la regién C-terminal, o la porcidn de secuencia
de FGF19, o la porcién de secuencia de FGF21l, se unen por un
enlazador o espaciador.

29. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
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de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada.porque el N-término
de la secuencia de péptidos comprende o consiste de
cualquiera de:

HPIPDSSPLLOFGGQVRLRHLYTSG (M5); DSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG (M6);
RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG (M7); HPIPDSSPLLQWGDPIRLRHLYTSG
(M8) ; HPIPDSSPLLQFGWGDPIRLRHLYTSG (M9);

HPIPDSSPHVHYG WGDPIRLRHLYTSG (M10);
RPLAFSDAGPLLOWGDPIRLRHLYTSG (M11);
RPLAFSDAGPLLQFGWGDPIRLRHLYTSG (M12);
RPLAFSDAGPLLQFGGQVRLRHLYTSG {Mlj):

HPIPDSSPHVHYGGQVRLRHLYTSG (M14) ;

RPLAFSDAGPHVHWGDPIRLRHLYTSG (M15);
RPLAFSDAGPHVHWGDPIRLRHLYTSG (M16) ;
RPLAFSDAGPHVGWGDPIRLRHLYTSG (M17);
RPLAFSDAGPHYGWGDPIRLRHLYTSG (M18);
RPLAFSDAGPVYGWGDPIRLRHLYTSG (M19);
RPLAFSDAGPVHGWGDPIRLRHLYTSG (M20) ;
RPLAFSDAGPVHYWGDPIRLRHLYTSG (M21);
RPLAFSDAGPHVHGWGDPIRLRHLYTSG (M22) ;
RPLAFSDAGPHHGWGDPIRLRHLYTSG (M23);
RPLAFSDAGPHHYWGDPIRLRHLYTSG (M24) ;
RPLAFSDAGPHVYWGDPIRLRHLYTSG (M25) ;
RPLAFSDSSPLVHWGDPIRLRHLYTSG (M26) ;

RPLAFSDSSPHVHWGDPIRLRHLYTSG (M22);
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RPLAFSDAGPHVWGDPIRLRHLYTSG (M28) ;
RPLAFSDAGPHVHYWGDPIRLRHLYTSG (M29);
RPLAFSDAGPHVHYAWGDPIRLRHLYTSG (M30);
RHPIPDSSPLLQFGAQVRLRHLYTSG (M31);

RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLYTSG (M32); RHPIPDSSPLLQFGPQV

RLRHLYTSG (M33); RHPIPDSSPLLQFGGAVRLRHLYTSG (M34);
RHPIPDSSPLLQFGGEVRLRHLYTSG (M35);

RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSG (M36) ;

RHPIPDSSPLLQFGGQARLRHLYTSG (M37); RHPIPDSSPLLQFGGQIRLRHLQTSG
(M38); RHPIPDSSPLLQFGGQTRLRHLYTSG |

(M39); RHPIPDSSPLLQFGWGQPVRLRHLYTSG (M40);
DAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSG (M74); VHYGWGDPIRLRHLYTSG (M75);
RLRHLYTSG (M77); o cualquiera de la secuencia de péptido
anterior en donde el residuo amino R terminal se elimina.

30. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque el N-término
de la secuencia de péptidos comprende o consiste de
cualquiera de:

RHPIPDSSPLLQFGWGDPIRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLOQWGDPIRLRHLYTSG;
RPLAFSDAGPLLQFGWGDPIRLPRHLYTSG;

RHPIPDSSPHVHYGWGDPIRLRHLYTSG;

RPLAFSDAGPLLQFGGQVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPHVHYGGQVRLRHLYTSG;
RPLAFSDAGPHVFIYGGDIRLRHLYTSG; RDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG;

RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGAQVRLRHLYTSG;
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RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGPQVRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGGAVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGGEVRLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGGQARLRHLYTSG;
RHPIPDSSPLLQFGGQIRLRHLYTSG; RHPIPDSSPLLQFGGQTRLRHLYTSG;

RHPIPDSSPLLOFGWGQPVRLRHLYTSG; o cualquiera de las secuencias
de péptidos anteriores en donde el residuc amino R terminal
se elimina.

31. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con las reivindicaciones 29 6 30
caracterizada porque la secuencia de péptidos ademas
comprende la adicién de los residuocs de aminoicidos 30-194 de
la SEQ ID NO: 99 [FGF19] en el C-término, que resulta en un
polipéptido quimérico.

32. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 29 &6 30, caracterizada porque la secuencia
de péptidos ademds comprende todo o una porcién de una
secuencia de FGF19 gque se establece como:
PHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGA
DGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGF
LPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFE
K colocada en el C-término del péptido, o en donde el residuo
"R” amino terminal se elimina del péptido.

33. Una subsecuencia de una secuencia de péptidos

quiméricos o una secuencia de péptidos de conformidad con
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 & 6, caracterizada
porque la subsecuencia tiene una disminucién de aminodcidos.

34, La subsecuencia de conformidad con la
reivindicacién 33, caracterizada porque la subsecuencia tiene
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 18, 20 o méas eliminaciones de aminodcidos del término
amino, el término carboxi o internamente.

35. La secuencia de péptidos de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizada porque la referencia o
secuencia de FGF19 de tipo silvestre se establece como:
RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSA
HSLLEIKAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDG
YNVYRSEKHRLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLES
DMFSSPLETDSMDPFGLVTGLEAVRSPSFEK (SEQ ID NO: 99).

36. La secuencia de péptidos de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizada porque la referencia o
secuencia de FGF21 de tipo silvestre se establece como:
RHPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQ
LKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQS
EAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPL
SMVGPSQGRSPSYAS (SEQ ID NO: 100).

37. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la regién N-

terminal de la primera posicién de aminocdcido es un residuo
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residuo “P”, un residuo “L” o un residuo “D”, o en donde la
secuencia de péptidos no tiene un residuo “M” o un residuo
"R” en la primera posicién de aminodcide de la regién N-
terminal.

38. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la regién N-
terminal comprende cualquiera de las siguientes secuencias:
MDSSPL, MSDSSPL, SDSSPL, MSSPL o SSPL.

39. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos tiene una formacién de carcinoma hepatocelular
(HCC) reducida comparada con FGF19, o una secuencias de
variante FGF19 que tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV,
WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA,
WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituida por la secuencia de WGDPI
en los aminoacidos 16-20 de FGF19.

40. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 & 6, caracterizada porque la secuencia
de peptidos tiene mayor actividad de disminucién de glucosa
comparada con FGF19, o una secuencia variante de FGF19 que

tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI,
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WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o
FGDPI sustituida por la secuencia de WGDPI en los aminoacidos
16-20 de FGF19.

41. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos tiene menos actividad de incremento de lipidos
comparada con FGF19, o una secuencia variante de FGF19 que
tiene cualquiera de GQV, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI,
WGQPI, WGAPI, AGDPI, WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o
FGDPI sustituida para la secuencia de WGDPI en los
aminoacidos 16-20 de FGF19.

' 42. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos tiene menos actividad de incremento de
triglicéridos, colesterol, sin HDL o HDL comparada con FGF19,
© una secuencia variante de FGF19 que tiene cualquiera de
GQv, GDI, WGPI, WGDPV, WGDI, GDPI, GPI, WGQPI, WGAPI, AGDPI,
WADPI, WGDAI, WGDPA, WDPI, WGDI, WGDP o FGDPI sustituida para
la secuencia de WGDPI en los aminodcidos 16-20 de FGF19.

43. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia

de péptidos tiene menos actividad de reduccién de masa magra
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comparada con FGF21.

44, La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 39 a 43, caracterizada porque la formacién
de carcinoma hepatocelular (HCC), actividad de disminucién de
glucosa, actividad de incremento de lipidos, o actividad de
reduccidén de masa magra se prueba en ratones db/db.

45. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 é 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos se une al receptor 4 del factor de crecimiento de
fibroblasto (FGFR4) o activa FGFR4, o no se une
detectablemente al receptor 4 del factor de crecimiento de
fibroblasto (FGFR4) o activa FGFRA4.

46. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos se une a FGFR4 con una afinidad menor que,
comparable a o mayor que la afinidad que une FGF19 para
FGFR4.

47, La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos activa FGFR4 a un grado o cantidad menor que,

comparable a o mayor que FGF19 activa FGFR4.
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48. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 6 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 & 10
sustituciones, eliminaciocnes o inserciones de aminodcidos.

49. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidadl con la reivindicacién 48,
caracterizada por las eliminaciones de aminoacidos son en N o
C-término, o internas.

50. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con la reivindicacién 48,
caracterizada porque la sustitucién de aminoacidos, o]
eliminacién es en cualquiera de las posiciones de aminoacidos
8-20 de FGF19 (AGPHVHYGWGDPI).

51. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 ¢ 6, caracterizada porque la secuencia
de péptidos comprende uno o mds L-aminodcidos, D-aminoacidos,
aminoacidos que no son de origen natural, o amino&cidos
miméticos, derivados ¢ anédlogos.

52. Una composicién, caracterizada porque comprende
la secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos
de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 51.

53. Una composicién farmacéutica, caracterizada

porque comprende la secuencia de péptidos quiméricos o
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secuencia de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 51.

54, Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende la secuencia de péptidos quiméricos o
secuencia de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 51, y un agente de disminucién de
glucosa.

55. La secuencia de péptidos quiméricos o secuencia
de péptidos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 51, caracterizada porgque la secuencia de
péptidos se aisla o se purifica.

56. Una molécula de &cido nucleico que codifica 1la
secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51.

57. La molécula de &cido nucleico de conformidad
con la reivindicacién 56, caracterizada ademés porque
comprende un elemento de control de expresién‘en ligamento
operable que confiere expresién de la molécula de acido
nucleico que codifica el péptido in vitro, en una célula o in
vivo.

58. Un vector caracterizado porque comprende la
molécula de acido nucleico de conformidad con las
reivindicaciones 56 & 57.

59. El vector de conformidad con la reivindicacién

58, caracterizado porque el vector comprende un vector viral.
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60. Una célula transforma o huésped que expresa la
secuencia de péptidos quiméricos o la secuencia de péptido de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51.

61l. Un método para tratar a un sujeto que tiené, o
en riesgo de tener, una enfermedad o trastorno tratable por
la secuencia de péptidos quiméricos o secuencia de péptidos
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51,
que comprende administrar la secuencia de péptidos quiméricos
o secuencia de péptidos a un sujeto en una cantidad efectiva
para tratar el trastorno.

62. El método de conformidad con la reivindicacién
61, caracterizado porque la enfermedad o trastorno comprende
un padecimiento hiperglicémico, resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa o sindrome
metabdlico.

63. El método de conformidad con la reivindicacién
62, caracterizado porque el padecimiento hiperglicémico
comprende diabetes.

64. El método de conformidad con la reivindicacién
62, caracterizado porque .el padecimiento hiperglicémico
comprende diabetes dependiente de insulina (tipo I), diabetes
tipo II, o diabetes gestacional.

65. El método de conformidad con la reivindicacién
61, caracterizado porque el trastornc comprende obesidad o

una masa corporal indeseable.
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66. Un método para mejorar el metabolismo de
glucosa en un sujeto en necesidad del mismo, caracterizado
porque comprende administrar la secuencia de péptidos
quimeéricos o secuencia de péptidos de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 a un sujeto en una
cantidad efectiva para mejorar el metabolismo de glucosa en
el sujeto.

67. El método de conformidad con la reivindicacién
63, caracterizado porque el sujeto tiene un nivel de glucosa
en plasma en ayunas mayor que 100 mg/dl o tiene un nivel Ale
de hemoglobina (HbAlc) por arriba de 6%.

68. El método de conformidad con las
reivindicaciones 63 ¢ 67, caracterizado porque el método
resulta en niveles de glucosa reducidos, sensibilidad a
insulina incrementada, resistencia a la insulina reducida,
glucagén reducido, una mejora en la tolerancia a la glucosa,
0 metabolismo de glucosa u homeostasis, funcidén pancreatica
mejorada, niveles de triglicéridos, colesterol, IDL, LDL o
VLDL reducidos, una disminucién en la presidédn sanguinea, una
disminucién en el engrosamiento de la 4intima del vaso
sanguineo, © una disminucién en la masa corporal o ganancia
de peso.

69. Un método para identificar una secuencia de
péptidos que tiene actividad de disminucién de glucosa sin

actividad de carcinoma hepatocelular (HCC), caracterizado
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porque comprende:

a) proporcionar una secuencia de péptidos
candidatos;

b) administrar las secuencia de péptidos candidatos
a un animal de prueba;

c) medir los niveles de glucosas del animal después
de la administracién de la secuencia de péptidos candidatos,
para determinar si la secuencia de péptidos candidatos reduce
los niveles de glucosa; y

d) analizar las secuencia de péptidos candidatos
para induccién de HCC en el animal, o la expresién de un
marcador que correlaciona con la actividad de HCC, en dénde
un péptido candidato qué tieﬁe actividad de disminucién de
glucosa y una actividad de HCC sustancial que identifique asi
la secuencia de péptidos candidatos como una secuencia de
péptidos que tiene actividad de disminucién de glucosa sin
actividad de carcinoma hepatocelular (HCC) sustancial.

70. El método de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado porque el énimal de prueba es un ratdn
db/db.

71. El métocdo de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado ademds porque comprende la evaluacién de
una muestra de tejido hepatico del animal de prueba para
determinar si la secuencia de péptidos candidatos muestra

evidencia de induccién de HCC.
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72. El1 método de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado porque el marcador se correlaciona con la
actividad de HCC que comprende el perfil de lipidos, y en
donde menos actividad de incremento de lipidos comparada con
FGF19 indica que el péptido no tiene actividad de HCC
sustancial.

73. E1l método de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado porque el marcador que se correlaciona con
la actividad de HCC comprende la expresién del gen aldo-ceto
reductasa, y en donde la regulacién ascendente o incremento
de la expresién del gen aldo-ceto reductasa comparada con
FGF1l9 indica que el péptide no tiene actividad de HCC
sustancial.

74. E1l método de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado porque el marcador indicativo de 1la
actividad de HCC comprende el gen de expresién Slcla2, y'en
donde la regulacién descendente o disminucién del gen de
expresién Slcla2 comparado con FGF21 indica que el péptido no

tiene actividad de HCC sustancial.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a variantes y fusiones del
factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19), variantes vy
fusiones del factor 21 de crecimiento de fibroblasto (FGF21),
fusiones del factor 19 de crecimiento de fibroblasto (FGF19)
y/o el factor 21 de crecimiento de fibroblasto (FGF21) y
variantes o fusiones de . proteinas del factor 19 de
crecimiento de fibroblasto (FGF19) vy/o el factor 21 de
crecimiento de fibroblasto (FGF21l), y las secuencias de
péptides (y peptidomiméticos), gue tienen una o0 mAas
actividades, tales como la actividad de reduccién de 1la
glucosa, y métodos para y usos en el tratamiento de

hiperglicemia y otros trastornos.
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FGF19
RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSYRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKH
RLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDP
FGLVTGLEAVRSPSFEK

FGF21
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALK
PGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLP
GNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYA
S

M5
HPIPDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVA
LRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVS
LSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVT
GLEAVRSPSFEK

M71 .
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLETREDGTVGGAADQSPESLLQLKALK
PGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHSLPLHLP

GNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYA
S

M72
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALK
PGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLP

GNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYA
S ;

M73

HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALK
PGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNV YQSEAHGLPLHLP
GNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVVQDELQGVGG
EGCHMHPENCKTLLTDIDRTHTEKPVWDGITGE

M1
- RPLAFSDASPHVHYGWGDPIRLRHLY'I“SGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAF‘EEEIRPDGYNVYRSEKH

RLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDP
FGLVTGLEAVRSPSFEK

FIG: 1
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M2
RPLAFSDSSPLVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEI
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKH
RLPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDP
FGLVTGLEAVRSPSFEK

M69 :
RDSSPLVHYGWGDPIRLRHLY TSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVA
LRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVS

LSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVT
GLEAVRSPSFEK

M3
RPLAFSDAGPHVHYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLE]
KAVALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEILEDGYNVYRSEKHR
LPVSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPF
GLVTGLEAVRSPSFEK

M48
RDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSS
AKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK

M49
RPLAFSDSSPLLQFGGQVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKA
VALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLP

VSLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGL
VTGLEAVRSPSFEK

M50
RHPIPDSSPLLQFGDQVRLRHLY TSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEILEDGYNVYRSEKHRLPV

SLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPEGLYV
TGLEAVRSPSFEK

FIG: 1 (conTinuacion)
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MS51
WIPDSSPLLQFGGNVRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPV
SLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFEGLY
TGLEAVRSPSFEK

MS2
RDSSPLLQWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNVYRSEKHRLPVSLSS
AKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK

MS3

MDSSPLLQWGDPIRLRHLY TSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAVALRT
VAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDGYNV YRSEKHRLPVSLSS
AKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPFGLVTGL
EAVRSPSFEK

M70 !
MR.DSSPLVHYGWGDPIRLRI—ILYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAHSLLEIKAV
ALRTVAIKGVHSVRYLCMGADGKMQGLLQYSEEDCAFEEEIRPDG YNV YRSEKHRLPV
SLSSAKQRQLYKNRGFLPLSHFLPMLPMVPEEPEDLRGHLESDMFSSPLETDSMDPEGLYV
TGLEAVRSPSFEK

FIG: 1 (conTinuAciOn)
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Dependencia: Recorrido:
Fecha: / / /
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Tipo de Radicacion: Entrada: D¢  Salida: O Traslado: o Convenio: 0
Radicador: lPIaniIIa:
1D No. Radicacion Consecutivo Item Item Unidad de Conservacion
1 [B-200923 ) 4 I
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sabre >/
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 7 CcD
9 8 Disquete
10 e] ovD
i3 10 Folleto
12 1 Foto
13 12 Peritdico
14 13 Plano
15 14 Publicacion Periddica
16 15 usBe
17 16 Otro
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- SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
o
P
by - ey No. 13 - 135225
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*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 457324862 27/12/2013 9.870.000.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 457324873 27/12/2013 6.300.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
- $50_O_.QQOAOO _
| ——— —
SON: **QUINIENTOS MIL F; MONEDA CORRIENTE***
{
\ SUPERINTENDENCIA DE |
Resgonsable: ’ //’_\ NDUSTRIA Y COMERCIO

i *hh

i S — —— T AL

3-300927- -00000-0000

Fecha: 2013-12-27 11:31:13  Dep. 2020 DIR.NU
Tra. 11 PATENTEIYII EVB:%TS FASENAC%T\TELCJ:R
Act, 411 PRESENTACION Folios: 219

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogata, 0.C.- Colombla
Web: www.slc.gov.co e-mal: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Diclembre 27 de 2013 - 11:11:06
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MODELO DE UTILIDAD [ ]

Act. 411 PRESENTACION

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

| T
i No. 13-300927- -00000-0000
i s rin v Cos B e L6 ! _ i Fecha: 2013-12-27 11:31:13 EVE;%?%O%%gE?Nﬁg%ﬁESR
olics: 21

Art 33 Decision 486/00

| F Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacisn del saliciiante ¢ de fa persona que presenta la solicitud
i i G . P I
| i\ Descripcion de la invencian
i Dibujos da ser eslos pertinanies

)
{a.]
E l X Comprebante de pago de las tas

\ "Compieiai D . . incompiata D

tas esiablecidas (De ser el caso formato de descuenta)

oy

PATENTE DE INVENCION PeT [ X MOBELG o= UTILIDAD PCT || ;

L Art.33 Decision 485/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia d& |z solicitud en gspanol, tal como
I

reivindiqatorio, resumen)

Cibujos de ser estas pertinentes

xI[] R [2]

Comprajban{e de pago de las tasa

fué presentada inicialmente (capitulo dascriplivo

s establecidas (de ser el caso formato da descuenio)

. Compieta & ' -lncompleta | |-

DISERO INDUSTRIAL 1| (Art. 119 Decision 466/00)

Indicacién que se solicita Disafio industrial

Representacion graiica y folografica del Disedio industrial 6 muesira
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i [ Comprobante ds ablecida

Comple_jfa E__ . Incomnlsia l—al

|

I
| L
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i

L]

[

del material que incorpora 2| |
y

—_—

<SJUEMA DETRAZADD | ! . (Art. 92 Decisin 426/00)

|

i Indicacin que se scliziia un esquema de frarado
]

J

Dalos de identificacion dal solicitanie o de Iz nersona aue presenia |

[.

Represantacion grafica de un escuemz da frazad

=

Somprobanta de paca da o fasss eatahlani e
womprotants de pago de jas i2sas establaciday

Completa ‘ ] ' Incomgleta ’
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