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PROTEINAS DE FUSION

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a proteinas de
fusién para uso en el tratamiento de la diabetes. Mas
particularmente, la invencidn se refiere a proteinas de fusidn
que comprenden un agonista del receptor de insulina fusionado
a una regidén Fc de IgG humana con un enlazante de péptido, vy
el uso de tales proteinas en el tratamiento de la diabetes. Las
proteinas de fusidén de la presente invencidn tienen un perfil
de accidén de tiempo prolongado y son uUtiles para proporcionar
control de 1la glucosa basal prolongada y supresidén de la
produccidén de glucosa hepéatica.

La diabetes mellitus es un trastorno crdénico
caracterizado por hiperglucemia resultante de defectos en la
secrecidén de insulina, accién de la insulina, o ambas. La
diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la escasa o nula
capacidad de secrecién de la insulina, y los pacientes con
diabetes mellitus tipo 1 requieren insulina para sobrevivir.
La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por niveles elevados
de glucosa en sangre resultantes de la secrecidén de insulina
alterada, resistencia a la insulina, produccidén excesiva de
glucosa hepatica, y/o contribuciones de todas las anteriores.
En al menos un tercio de los pacientes con diabetes mellitus

tipo 2, la enfermedad progresa a un requisito absoluto de la
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terapia de insulina.

Para lograr la glucemia normal, se desea la terapia
de reemplazo de insulina en paralelo, muy estrechamente
posible, con el patrdén de secrecidn de insulina enddbgena en
individuos normales. La demanda fisioldgica diaria de la
insulina fluctla y se puede separar en dos fases: (a) la fase
de la hora de comer que requiere un pulso (bolo) de insulina
para disponer de la oleada de glucosa en sangre relacionada con
la comida, y (b) la fase entre comidas que requiere una cantidad
sostenida (basal) de insulina para regular la salida de glucosa
hepdtica para mantener la glucosa en sangre en ayunas Optima.

Debido a que 1los pacientes con diabetes tipo 1
producen poca o ninguna insulina, 1la terapia de insulina
efectiva para diabéticos tipo 1 generalmente implica el uso de
dos tipos de insulina administrada exdédgenamente: una insulina
a la hora de la comida de accidén réapida, proporcionada por
inyecciones de bolo y una insulina basal de accidén prolongada,
administrada una vez o dos veces al dia para controlar los
niveles de glucosa en sangre entre las comidas. El tratamiento
de pacientes con diabetes tipo 2 tipicamente comienza con la
pérdida de peso prescrita, ejercicio vy una dieta para
diabéticos, pero cuando estas medidas no controlan el azlcar
en la sangre elevada, entonces la terapia a base de incretina
y medicamentos orales, tal como la administracidén de agonistas

del receptor de péptido-1 similar al glucagbdbn (GLP-1) vy/o
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inhibidores de dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4) que permiten
niveles de incretina aumentados, puede ser necesaria. Cuando
estos medicamentos son aun insuficientes, se considera el
tratamiento con insulina. Los pacientes con diabetes tipo 2
cuya enfermedad ha progresado hasta el punto que se requiere
la terapia de insulina generalmente inician con una inyeccidn
diaria tGnica de una insulina basal de accidén prolongada, aungque
se pueden incluir, como sea necesario, inyecciones a la hora
de la comida de insulinas de accidén rapida en algunos casos.
Varios tipos de insulinas basales estan actualmente
disponibles. La insulina glargina, vendida bajo el nombre
comercial LANTUS®, comprende una estructura de insulina
modificada en la cual la asparagina en la posicidén 21 en 1la
cadena A de insulina se remplaza con glicina, y dos argininas
se afladen al extremo C terminal de la cadena B. La insulina
detemir, vendida bajo el nombre comercial LEVEMIR®, comprende
una estructura de insulina modificada en la cual la treonina
en la posicién 30 de la cadena B se ha suprimido y la lisina
en la posicién 29 de la cadena B se ha derivado a través del
enlace covalente de un acido graso de miristoilo de 14 carbonos
al grupo e€-amina de 1lisina en B29. La insulina degludec,
disponible en Europa y Japdn bajo el nombre comercial TRESIBA®,
comprende una estructura de insulina modificada en la cual la
treonina en la posicién 30 de la cadena B se ha suprimido, vy

el grupo g€-amino de la lisina en la posicidédn 29 de la cadena B
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se deriva covalentemente con adcido hexadecandioico a través de
un enlazante de acido y-L-glutdmico. Todas estas insulinas se
indican para la administracidén una vez al dia.

Los regimenes de tratamiento que implican inyecciones
diarias de terapias de insulina existentes ©pueden ser
complicados y dolorosos de administrar y pueden resultar en
efectos secundarios no deseados, tales como hipoglucemia vy
ganancia de peso. Por lo tanto, muchos pacientes diabéticos no
estadn dispuestos o son incapaces de cumplir, con la terapia de
insulina necesaria para mantener un estrecho control de 1los
niveles de glucosa en sangre. Un pobre control glucémico aumenta
el riesgo de un paciente de desarrollar complicaciones graves
relacionadas con la diabetes, incluyendo enfermedades del
corazdn, apoplejia, dafio a los nervios, amputacidén de miembros
inferiores, pérdida de visidén, y enfermedad renal. Se esté
realizando investigacién para identificar productos de
insulina con duracidén de accidédn més prolongada; por lo tanto,
lo que requiere un menor numero de inyecciones que los productos
de insulina actualmente disponibles para mejorar la aceptacidn
y cumplimiento.

CN103509118 describe proteinas con una cadena B de
insulina humana y cadena A de insulina humana unidas por una
secuencia de conexidén de péptido C de 4 a 50 aminoacidos, y con
la cadena A de insulina unida directamente, sin un enlazante n

adicional, a un fragmento Fc de inmunoglobulina, e indica que
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las pruebas en ratones muestran que tales proteinas tienen una
vida media in vivo tanto tiempo como aproximadamente 3 dias.
KR101324828 describe andlogos de proinsulina enlazados a
regiones Fc de inmunoglobulina mediante el uso de enlazantes
no peptidilo, e indica qgque tales proteinas proporcionan una
vida media aumentada sobre las terapias existentes. La
publicacidén indica que los enlazantes no peptidilo representan
una mejora sobre los enlazantes de péptido, afirmando que las
proteinas de fusidén que usan enlazantes de péptido no pueden
aumentar la vida media de un medicamento activo en la sangre
debido a que los enlazantes de péptido son facilmente cortados
por las enzimas en el cuerpo.

A pesar de las descripciones anteriores, vy/o en
cualesquiera otras publicaciones, los presentes inventores
superaron multiples obstaculos para descubrir proteinas de
fusién que comprenden agonistas del receptor de insulina,
enlazantes de péptido, y regiones Fc de IgG humana que cumplen
con la necesidad continua de un producto de disminucidén de
glucosa con duracién de accidén aumentada, suficiente para la
dosificacién menos frecuente que ©productos de insulina
actualmente disponibles, incluyendo la dosificacidén tan poco
frecuente como una vez a la semana. Por ejemplo, para lograr
el perfil de accidén de tiempo prolongado deseado, fue necesario
disefiar proteinas de fusidén con la potencia atenuada para evitar

la depuracidén répida mediada por receptor, una ruta principal
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de depuracidén de insulina, pero que todavia tendrd suficiente
potencia para proporcionar suficiente disminucidén de glucosa.
Ademéds, para minimizar la depuracidén renal, la otra ruta
principal de depuracidén de insulina, vy para regular la
exposicidén periférica a través de la difusidn paracelular de
tamafio limitado hidrodinamica, las proteinas de fusidn tuvieron
que ser disefladas, las cuales fueron 1lo suficientemente
grandes, y las cuales no tendrian el agonista del receptor de
insulina proteoliticamente escindido de la regidén Fc de IgG
humana después de ser administrado, como tal escisidn
resultaria méds réapida que la depuracidén renal deseada del
agonista del receptor de insulina, incluso si la regidén Fc de
IgG humana permanecidé en circulacidén. Ademds, los dominios Fc
de IgG han evolucionado para auto-asociarse para formar dimeros
estables, y cuando tal dimero se forma de dos proteinas de
fusidén, cada una comprende una porcidén de insulina fusionada
con una regién Fc de IgG, las dos porciones de insulina se
ponen en estrecha proximidad entre si, habilitando la auto-
asociacién o dimerizacidén, de las porciones de insulina,
mediada a través de las regiones de auto-asociacidén de cadena
B de insulina. Tales dimeros de insulina son inactivos, de modo
que las proteinas de fusidn con auto-asociacidédn reducida de las
porciones de agonista del receptor de insulina tienen que ser
disefiadas. Multiples desafios adicionales se superaron para

crear una proteina de fusidén adecuada para la manufactura
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comercial y formulacidén como un agente terapéutico. La presente
invencidén proporciona proteinas de fusidén las cuales tienen
duracién de accidén prolongada en comparacidédn con los
tratamientos de insulina existentes, que permite inyecciones
menos frecuentes que los productos de insulina existentes,
incluyendo hasta wuna vez a la semana, reduciendo asi la
complejidad y dolor asociado con los regimenes de tratamiento
existentes que implica inyecciones méas frecuentes. Las
proteinas de fusidén de la presente invencidn tienen un perfil
farmacocinético plano y exposicidén periférica restringida, 1lo
que resulta en una baja variabilidad dia a dia, e incidencia
minima de hipoglucemia, incluyendo cuando se proporciona en
combinacidén con un medicamente adicional para la diabetes, tal
como una terapia a base de incretina. Las proteinas de fusidén
de la presente invencidédn también pueden proporcionar duracidn
de accidén prolongada sin causar ganancia de peso.
La presente invencidén proporciona una proteina de
fusién que comprende:
a) un agonista del receptor de insulina gque tiene
la férmula general Zi-Z2-73, en donde
i) Z1 es un anadlogo de 1la cadena B de
insulina, que comprende la secuencia de
aminoacidos:
X1X2X30HLCGSHLVEALX,LVCGERGEX5YX6X7X8X9

en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
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E; X4 es E, Y, Q, o0 H; X5 es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estd ausente; Xs es G, E,
K, P, O, D, H o estd ausente; X9es G, T, S, E, K, A o estéa
ausente, siempre que el andlogo de la cadena B de insulina
incluya al menos una modificacidén de la secuencia de aminoacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xa, X5, Xs,
X7, Xg, 0 X9 (SEC ID NO: 1);

ii) Z2 es un primer enlazante de péptido que
comprende 5 a 10 aminodcidos, en donde al
menos 5 de los aminoacidos son residuos
G; vy

iii) Zs es un andlogo de la cadena A de
insulinaque comprende 1la secuencia de
aminoadcidos:

GIVEQCCTSX1CSLX2QLENYCX3X4
X1 es T o I; X2 es D, Y, O o E; X3 es G, N, S o A; y X4 es
cualquier aminodcido de origen natural, o estd ausente, siempre
que si X3 es N, entonces X4 debe ser un aminodcido diferente de
G o N (SEC ID NO: 2);

b) un segundo enlazante de péptido; vy

c) una regién Fc de IgG humana;
en donde el residuo C-terminal del agonista del receptor de
insulina se fusiona directamente al residuo N-terminal del
segundo enlazante de péptido, y el residuo C-terminal del

segundo enlazante de péptido se fusiona directamente al residuo
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N-terminal de la regidén Fc de IgG.
La presente invencidén también proporciona una
proteina de fusidn que consiste de:
a) un agonista del receptor de insulina gque tiene
la férmula general Zi-72-%3, en donde

i) Z1 es un anadlogo de la cadena B de
insulina, que tiene la secuencia de
aminoacidos:

X1 XoX3QHLCGSHLVEALX3 LVCGERGEX5YX6X7X8 X9

en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
E; X4 es E, Y, Q, o H; Xs es H o F; Xges G, T, S, H, V o esta
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estd ausente; Xs es G, E,
K, P, Q, D, H o estd ausente; Xoes G, T, S, E, K, A o estéa
ausente, siempre que el andlogo de la cadena B de insulina
incluya al menos una modificacién de la secuencia de aminoédcidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en X4, X5, Xs,
X7, Xg, 0 Xg (SEC ID NO: 1);

ii) Z2 es un primer enlazante de péptido que
comprende 5 a 10 aminodcidos, en donde al
menos 5 de los aminodcidos son residuos
G/ y

iii) Zz es un analogo de 1la cadena A de
insulina que tiene la secuencia de
aminoadcidos:

GIVEQCCTSX1CSLX2QLENYCX3X4
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X1 es T o I; X2 es D, Y, Q o E; X3 es G, N, S o A; y X4 es
cualgquier aminocacido de origen natural, o estd ausente, siempre
que si X3 es N, entonces X; debe ser un aminodcido diferente de
G o N (SEC ID NO: 2);

b) un segundo enlazante de péptido; y

c) una regidén Fc de IgG humana;
en donde el residuo C-terminal del agonista del receptor de
insulina se fusiona directamente al residuo N-terminal del
segundo enlazante de péptido, y el residuo C-terminal del
segundo enlazante de péptido se fusiona directamente al residuo
N-terminal de la regidn Fc de IgG.

La presente invencidén también proporciona una
composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusidn
de la presente invencién y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar un paciente con diabetes mellitus, obesidad,
dislipidemia o sindrome metabdlico, que comprende administrar
a un paciente en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina de fusién de la
presente invencidén. La presente invencidén también proporciona
un método para tratar o prevenir una afeccidén relacionada con
la diabetes seleccionada del grupo que consiste de enfermedad
cardiaca, apoplejia, nefropatia, retinopatia, vy enfermedad

renal, que comprende administrar a un paciente en necesidad del
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mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina
de fusidén de la presente invencidn.

La invencidén también proporciona una proteina de
fusidén de la presente invencidn para uso en terapia.

La presente invencidén también proporciona el uso de
una proteina de fusidén de la presente invencidén en la
manufactura de un medicamento.

La presente invencién también proporciona
polinucledétidos que codifican una proteina de fusidén de la
presente invencidn.

La presente invencidén también proporciona un proceso
para producir una proteina de fusidn de la presente invencidn,
el proceso comprende las etapas de:

1. cultivar una célula huésped de mamifero que
comprende un polinuclebétido que codifica una
proteina de fusidén de la presente invenciédn
bajo condiciones de modo que la proteina de
fusién se expresa; y

2. recuperar de la célula huésped una proteina de
fusioén;

La presente invencidén también proporciona una
proteina de fusidén producida por el proceso descrito
anteriormente.

Figura 1. La Figura 1 proporciona datos

farmacodindmicos de proteinas de fusién ejemplares de 1la
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presente invencidén en un modelo de diabetes en ratas tratadas
con estreptozotocina (STZ).

Figura 2. La Figura 2 proporciona un diagrama
esquematico de configuraciones de proteinas descritas en la
presente. Se debe sefialar que las formas particulares (por
ejemplo, ovalos, semi-circulos, etc.) usadas en los diagramas
en la Figura 2 no se pretende que describan o caractericen, vy
no se deben usar para interpretar, el significado o estructura
de los componentes individuales de las proteinas de fusidn de
la presente invenciédn.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos una modificacidén de la secuencia de
aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en X4 0 X5 de SEC ID NO: 1, y al menos una modificacidén de 1la
secuencia de aminodcidos de la cadena B de una molécula de
insulina humana en X5, X7, Xg, o0 X9 de SEC ID NO: 1.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos dos modificaciones de la secuencia
de aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en Xe, X7, Xg, 0 X9 de SEC ID NO: 1.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xg, X7, Xs,
y X9 de SEC ID NO: 1.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
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insulina tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1 en
donde Xe—X9 son cada uno G.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en X3 y X5 de
SEC ID NO: 1.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X1 es F;
X2 es V; Xz es N o D; Xgq es E; Xs es H.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye la modificacidén de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en cada una
de las posiciones Xi, Xs, Xe, X7, X8, y X9 de SEC ID NO: 1.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina comprende la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X3
es F; Xo es V; X3 es N o D; X4 es E; Xs es H; y Xs—X9 son cada
uno G.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena A de
insulina incluye al menos una modificacién de la secuencia de
aminodcidos de la cadena A de insulina humana en Xi o X2 de SEC
ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena A de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena A de insulina humana tanto en X; como X; de SEC ID

NO: 2.
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En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena A de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 2, en donde: X; es I
o T; X2 es D; X3 es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena A de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 2, en donde X3 es N
y en donde X4 es un aminodcido diferente de G, N, S, V, L o P.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos una modificacidén de la secuencia de
aminoacidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en X4 o X5 de SEC ID NO: 1, y al menos una modificacidén de la
secuencia de aminoacidos de la cadena B de una molécula de
insulina humana en Xgs, X7, Xg, 0 X9 de SEC ID NO: 1; y el analogo
de la cadena A de insulina incluye al menos una modificacidén
de la secuencia de aminodcidos de la cadena A de insulina humana
en X1 o X» de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos dos modificaciones de la secuencia
de aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en Xe, X7, Xg, 0 X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A
de insulina incluye al menos una modificacidén de la secuencia
de aminocdcidos de la cadena A de insulina humana en Xi; o Xz de
SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos

de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xg, X7, Xs,
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y X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina
incluye al menos una modificacidén de la secuencia de aminoacidos
de la cadena A de insulina humana en X; o X» de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1 en
donde Xs-X9 son cada uno G; y el andlogo de la cadena A de
insulina incluye al menos una modificacidén de la secuencia de
aminoacidos de la cadena A de insulina humana en X1 o X» de SEC
ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xz y X5 de
SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina incluye
al menos una modificacidén de la secuencia de aminodcidos de la
cadena A de insulina humana en X1 o Xz de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina comprende la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X3
es F; X2 es V; X3 es N o D; X4 es E; X5 es H; y el andlogo de la
cadena A de insulina incluye al menos una modificacidén de la
secuencia de aminoacidos de la cadena A de insulina humana en
X1 o X» de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye la modificacidén de la secuencia de aminoédcidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en cada una

de las posiciones Xi, X5, X6, X7, Xg, y X9 de SEC ID NO: 1; y el
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andlogo de la cadena A de insulina incluye al menos una
modificacién de la secuencia de aminoacidos de la cadena A de
insulina humana en X; o X de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X1 es F;
X2 es V; Xz es N o D; X4 es E; Xs es H; y Xs—Xo9 son cada uno G;
y el andlogo de la cadena A de insulina incluye al menos una
modificacién de la secuencia de aminoacidos de la cadena A de
insulina humana en X; o X de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos una modificacidén de la secuencia de
aminoacidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en X4 0 Xs de SEC ID NO: 1, y al menos una modificacidén de 1la
secuencia de aminodcidos de la cadena B de una molécula de
insulina humana en Xs, X7, Xg, 0 Xg9de SEC ID NO: 1; y el analogo
de la cadena A de insulina incluye modificaciones de 1la
secuencia de aminodcidos de la cadena A de insulina humana
tanto en X; como X de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos dos modificaciones de la secuencia
de aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en Xe, X7, Xg, 0 X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A
de insulina incluye modificaciones de la secuencia de
aminodcidos de la cadena A de insulina humana tanto en Xi como

X, de SEC ID NO: 2.
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En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xg, X7, Xs,
y X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina
incluye modificaciones de la secuencia de aminoacidos de la
cadena A de insulina humana tanto en X; como X de SEC ID NO:
2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1 en
donde Xs-X9 son cada uno G; y el andlogo de la cadena A de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena A de insulina humana tanto en X; como X» de SEC ID
NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en X; y Xs de
SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina incluye
modificaciones de la secuencia de aminodcidos de la cadena A
de insulina humana tanto en X; como Xz de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina comprende la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X3
es F; X2 es V; X3 es N o D; X4 es E; X5 es H; y el andlogo de la
cadena A de insulina incluye modificaciones de la secuencia de
aminodcidos de la cadena A de insulina humana tanto en Xi como

X, de SEC ID NO: 2.
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En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye la modificacidén de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en cada una
de las posiciones Xi, X5, X6, X7, Xg, y X9 de SEC ID NO: 1; vy el
andlogo de la cadena A de insulina incluye modificaciones de
la secuencia de aminoacidos de la cadena A de insulina humana
tanto en X1 como Xz de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X1 es F;
Xo es V; Xz es N o D; X4 es E; Xs es H; y Xs—Xo9 son cada uno G;
y el andlogo de la cadena A de insulina incluye modificaciones
de la secuencia de aminoacidos de la cadena A de insulina humana
tanto en X; como X de SEC ID NO: 2.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos una modificacién de la secuencia de
aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana
en X4 0 Xs de SEC ID NO: 1, y al menos una modificacidén de 1la
secuencia de aminodcidos de la cadena B de una molécula de
insulina humana en Xs, X7, Xg, 0 Xg9de SEC ID NO: 1; y el analogo
de la cadena A de insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 2,
en donde: X1 es I o T; X2 es D; X3 es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye al menos dos modificaciones de la secuencia
de aminodcidos de la cadena B de una molécula de insulina humana

en Xe, X7, Xg, 0 X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A
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de insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 2, en donde: X1 es
I o T; X2 es D; X3 es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en Xg, X7, Xs,
y X9 de SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina
tiene la secuencia de SEC ID NO: 2, en donde: Xi es I o T; X
es D; X3 es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1 en
donde Xs—-X9 son cada uno G, en donde: X1 es I o T; X2 es D; Xs
es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina incluye modificaciones de la secuencia de aminoéacidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en X; y Xs de
SEC ID NO: 1; y el andlogo de la cadena A de insulina tiene la
secuencia de SEC ID NO: 2, en donde: X3 es I o T; X2 es D; X3
es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina comprende la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X3
es F; X2 es V; X3 es N o D; X4 es E; X5 es H; y el andlogo de la
cadena A de insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 2, en
donde: X;3 es I o T; Xz es D; X3 es G; y X4 estd ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de

insulina incluye la modificacidén de la secuencia de aminoécidos
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de la cadena B de una molécula de insulina humana en cada una
de las posiciones Xi, X5, X6, X7, Xg, y X9 de SEC ID NO: 1; vy el
andlogo de la cadena A de insulina tiene la secuencia de SEC
ID NO: 2, en donde: X1 es I o T; X2 es D; X3z es G; y X4 estéa
ausente.

En ciertas modalidades, el andlogo de la cadena B de
insulina tiene la secuencia de SEC ID NO: 1, en donde: X1 es F;
Xo es V; Xz es N o D; X4 es E; Xs es H; y Xs—Xo9 son cada uno G;
y el andlogo de la cadena A de insulina tiene la secuencia de
SEC ID NO: 2, en donde: X1 es I o T; X2 es D; X3 es G; y X4 esté
ausente.

En ciertas modalidades, el primer enlazante de
péptido (Z2) comprende la secuencia de aminodcidos: Xi1GX2GGGG,
en donde X; es G o estd ausente; y Xz es G, S o estd ausente
(SEC ID NO: 3).

En ciertas modalidades, el agonista del receptor de
insulina, es decir, Zi1-Z2-73 en la proteina de fusidén descrita
anteriormente, comprende la secuencia de aminoédcidos:
X1X2X3QHLCGSHLVEALX3LVCGERGEX5YX6X7XX9X10GX11GGGGGIVEQCCTSX12CSLX 1
3QLENYCX14X15
en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
E; Xa es E, Y, Q, o0 H; Xs es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estéd ausente; Xs es G, E,
K, P, Q, D, H o estd ausente; Xoes G, T, S, E, K, A o estéa

ausente; Xio es G o estd ausente; Xi1es G, S o estd ausente; X
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es T o I; X113 es D, Y, QO o E; X134 es G, N, S o A; y Xi5 es
cualgquier aminocacido de origen natural, o estd ausente, siempre
que al menos uno de X4, X5, Xg, X7, Xg, 0 X9 deba ser un aminoacido
diferente que el encontrado, respectivamente, en la posicidn
Bis, B2s, B27, B2s, B2g 0 B3g de la cadena B de una molécula de
insulina humana, y ademas siempre que si Xizs es N, entonces Xis
debe ser un aminoacido diferente de G o N (SEC ID NO: 4).

En ciertas modalidades preferidas, el agonista del
receptor de insulina, es decir, Z1-Z2-7Z3 en la proteina de fusidn
descrita anteriormente tiene la siguiente secuencia de
aminoacidos:
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCG
(SEC ID NO: 5).

En ciertas modalidades, el segundo enlazante de
péptido es un péptido que tiene entre 10 y 25 aminocacidos, en
donde al menos 50% de los aminodcidos son residuos G. En ciertas
modalidades, el segundo enlazante de péptido es un péptido que
comprende la secuencia de aminodcidos [GGGGX]n, en donde X es
Q, E o S; y en donde n es 2-5. En ciertas modalidades, el
segundo enlazante de péptido comprende la secuencia de
aminoacidos:

GGGGX1GGGGX2GGGGX3GGGEGEX4X5X 6
en donde X1 es Q o E; X2 es Q o E; X3 es Q o E; X4 es G, E, Q o
estd ausente; Xs es G o estd ausente; y Xs es G o estd ausente

(SEC ID NO: 6).
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En ciertas modalidades preferidas, el segundo
enlazante de péptido tiene la secuencia de aminoacidos:
GGGGQGGGGQGGGGQGGGGG (SEC ID NO: 7).

En ciertas modalidades, la regidén Fc de IgG humana
comprende fragmentos de una cadena pesada de un anticuerpo de
IgG. Un diagrama esquematico de una proteina de fusidn que
comprende tal regidén de IgG se proporciona en el diagrama (&)
en la Figura 2. En otras modalidades, la regidén Fc de IgG humana
comprende fragmentos de dos cadenas pesadas de un anticuerpo
de IgG. Un diagrama esquemdtico de una proteina de fusidn que
comprende tal regidén de IgG se proporciona en el diagrama (B)
en la Figura 2.

En ciertas modalidades, la regién Fc de IgG humana
es una regidén Fc de un anticuerpo de IgGl, IgG2 o IgG4.

En ciertas modalidades, la regién Fc de IgG humana
es una regidén Fc de un anticuerpo de IgGl que comprende la
siguiente secuencia de aminoécidos:
CPPCPAPELLGGPSVX1LX,PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSHEDPEVKENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYXsSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGXe
en donde X1 es F, Q o E; X2 es F, Q o E; X3 es V o T; X4 es V o
T; Xs es N, Do Q; vy

X¢ es K o estd ausente. (SEC ID NO: 8)

En ciertas modalidades, la regidén Fc de IgG comprende
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la secuencia de aminoadcidos de SEC ID NO: 8 y ademéds comprende
algunos o todos los aminoadcidos gque se encontrarian en una
secuencia de Fc de IgGl tipo salvaje al lado N-terminal del
residuo C en la posicidén 1 en la SEC ID NO: 8.

Preferiblemente, la regidén Fc de IgG humana es De un
anticuerpo ya sea de IgG2 o IgG4.

En ciertas modalidades, la regidén Fc de IgG humana
es una regidén Fc de un anticuerpo de IgG4 que comprende la
siguiente secuencia de aminoéacidos:
PCPPCPAPEAAGGPSVX1LX2PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSQEDPEVOEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQEFXsSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEF
LYSXeLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSLGX7
en donde X3 es F, Q o E; X2 F, Q o E; X3 es Vo T; X4 es V o T;
X5 es N, D o Q; Xg es R, o K; X7 es K o estd ausente. (SEC ID
NO: 9)

En ciertas modalidades, la regidén Fc de IgG comprende
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9, y ademas comprende
algunos o todos los aminoadcidos que se encontrarian en una
secuencia de Fc de IgG4 tipo salvaje al lado N-terminal del
residuo C en la posicién 1 en la SEC ID NO: 9. En ciertas
modalidades, la regién Fc de IgG humana comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEC ID NO: 9, en donde X; es F; Xz es F; X3
es V; X4 es V; Xs es N; Xs es R; y X7 estd ausente.

En ciertas modalidades, la regién Fc de IgG humana
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es una regidén Fc de un anticuerpo de IgG2 que tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:
ECPPCPAPPVAGPSVX1LX,PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSHEDPEVQENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFXsSTEFRVVSVLTVVHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKGQPRE
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFEFFL
YSKLTVDKSRWQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGXe

en donde X; es F, Q o E; X2 es F, Q o E; X3 es V o T; X4 es V 0O
T;, Xs es N, D o Q; y Xs es K o estd ausente. (SEC ID NO: 10)

En ciertas modalidades, la regidén Fc de IgG comprende
la secuencia de aminoadcidos de SEC ID NO: 10, y ademéds comprende
algunos o todos los aminoadcidos gque se encontrarian en una
secuencia de Fc de IgG2 tipo salvaje al lado N-terminal del
residuo E en la posicién 1 en la SEC ID NO: 10. En ciertas
modalidades, la regién Fc de IgG humana comprende la secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 10, en donde X; es F; X, es F; X3
es V; X4 es V; Xs es N; y X estd ausente.

En ciertas modalidades, 1la proteina de fusidn
comprende la secuencia de aminoacidos:
X1X2X3QHLCGSHLVEALX4LVCGERGEX5YX6X7X8X9X106X11GGGGGIVEQCCTSX12CSLXa
3QLENYCX14X15GGGGX16GGGGX17GGGGX18GGGGX19X20X21X22CPPCPAPX23X24AGX25PS
VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSX26EDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
X27RVVSVLTVX s HODWLNGKEYKCKVSNKGLPX9X30 IEKTISKX31KGQPREPQVYTLPPS
X3 EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX33LDSDGSFEFLYSX34LT
VDKSRWQOX35GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSX36G

en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
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E; X4 es E, Y, Q, o0 H; X5 es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estd ausente; Xs es G, E,
K, P, O, D, H o estd ausente; X9es G, T, S, E, K, A o estéa
ausente, siempre que al menos uno de X4, X5, Xe, X7, Xg, 0 X9 sea
un aminodcido diferente del que estad presente, respectivamente,
en la posicidédn Bis, B2s, B27, Bz2s, B9 0 B3g de una cadena B de
insulina humana; Xio es G o esta ausente; Xi1 es G, S o esta
ausente; Xi2 es T o I; X3 es D, Y, QO o E; X114 es G, N, S o A;
X15 es cualquier aminoacido de origen natural, o estd ausente,
siempre que si Xis es N, entonces Xis debe ser un aminoacido
diferente de G o N; X156 es Q o E; X17 es Q o E; Xig es Q o E; Xig
es G, E, QO o estd ausente; Xyp es G o estd ausente; Xz1 es G o
estd ausente; X2 es E o P; Xo3 es E o P; Xog es A o V; Xos es G
0 estd ausente; Xz €es Q o H; X»7 es Y o F; Xos es L o V; Xog es
S 0 A; Xz0 €es S 0 P; Xzs1es A o T; X322 es Q 0 R; X33 es V o M; Xszg
es R o K; X35 es E 0 Q; vy X3¢ es L o P (SEC ID NO: 11).

En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona una proteina de fusidén seleccionada del grupo que
consiste de SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17, SEC
ID NO: 18, SEC ID NO: 19, SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 21, SEC ID
NO: 22, SEC ID NO: 23, y SEC ID NO: 24.

En una modalidad preferida, la proteina de fusidn
tiene la secuencia de aminoacidos:

10 20 30 40 50 60
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FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120
GGOGGGGQGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
190 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290
ENNYKTTPPMLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 12).

En ciertas modalidades, las proteinas de fusidén de la
presente invencidén estan presentes en la forma de un dimero.
Un diagrama esquematico de tal dimero se proporciona en el
diagrama (C) en la Figura 2. En ciertas modalidades, el dimero
es un homodimero, en donde las secuencias de aminodcidos de las
dos proteinas de fusidén que integran el dimero son las mismas.
En ciertas modalidades, el dimero es un heterodimero, en donde
las secuencias de aminoacidos de las dos proteinas de fusidn
que integran el dimero son diferentes.

En ciertas modalidades, la composicidén farmacéutica
de la presente invencidén comprende una proteina de fusidn de
la presente invencidén, un agente amortiguador, un tensioactivo,
y un agente de isotonicidad. En ciertas modalidades, el agente

amortiguador es &cido citrico y/o citrato, el tensiocactivo es
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polisorbato 80, y el agente de isotonicidad es manitol. En
ciertas modalidades, el pH de la composicidédn varia desde
aproximadamente 5.5 a aproximadamente 8.0. En ciertas
modalidades, el pH wvaria desde aproximadamente 6.0 a
aproximadamente 7.4. En ciertas modalidades, el pH varia desde
aproximadamente 6.0 a 6.75.

En ciertas modalidades, la composicidén farmacéutica
comprende ademéds un ingrediente activo adicional. En ciertas
modalidades, el ingrediente activo adicional es una terapia
basada en la incretina. En ciertas modalidades preferidas, 1la
terapia basada en la incretina es un agonista de GLP-1R.
Preferiblemente, el agonista de GLP-1R es dulaglutida.

En ciertas modalidades, el método de 1la presente
invencién comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina de fusidén una vez al
dia. En modalidades preferidas, una cantidad terapéuticamente
efectiva de la proteina de fusidén se administra una vez a la
semana. En ciertas modalidades, una cantidad terapéuticamente
efectiva de la proteina de fusidén se administra una vez al mes.
En ciertas modalidades, la presente invencidén proporciona un
método para tratar un paciente con diabetes mellitus mientras
se reduce el riesgo de hipoglucemia y/o ganancia de peso, que
comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de una proteina de fusién de la presente invenciédn.

La presente invencidén también proporciona un método
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para tratar un paciente con diabetes mellitus, obesidad,
dislipidemia y/o sindrome metabdlico, que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina de
fusién de la presente invencidén en combinacidédn con un
ingrediente activo adicional. La proteina de fusidén y el
ingrediente activo adicional en tales modalidades se pueden
administrar simultédnea, secuencialmente o en una formulacidn
combinada Unica. En ciertas modalidades, el ingrediente activo
adicional es una terapia basada en la incretina. En ciertas
modalidades preferidas, la terapia basada en la incretina es
un agonista de GLP-1R. Preferiblemente, el agonista de GLP-1R
es dulaglutida. En ciertas modalidades, 1la combinacién se
administra una vez al dia. En ciertas modalidades preferidas,
la combinacién se administra una vez a la semana. En ciertas
modalidades, la combinacidén se administra una vez al mes.

En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona una proteina de fusidén de la presente invencidn
para uso en el tratamiento de diabetes mellitus, obesidad,
dislipidemia o sindrome metabdélico. En ciertas modalidades, la
presente invencidén proporciona una proteina de fusidén de 1la
presente invencidén para uso en el tratamiento o prevencidén de
una afeccidén relacionada con la diabetes seleccionada del grupo
que consiste de enfermedad cardiaca, apoplejia, nefropatia,
retinopatia, y enfermedad renal. En ciertas modalidades, la

presente invencidén proporciona una proteina de fusidén de 1la
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presente invencidén para uso en el tratamiento de un paciente
con diabetes mellitus mientras se reduce el riesgo de
hipoglucemia y/o ganancia de peso, que comprende administrar
al paciente una proteina de fusidén de la presente invencidn.
En ciertas modalidades, la proteina de fusidén de la presente
invencidén se proporciona para uso en combinacidén simulténea,
separada o secuencial con otro ingrediente activo. En ciertas
modalidades, el ingrediente activo adicional es una terapia
basada en la incretina. En ciertas modalidades preferidas, 1la
terapia basada en la incretina es un agonista de GLP-1R.

En ciertas modalidades, la ©presente invencidén
proporciona el uso de una proteina de fusidén de la presente
invencién en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de diabetes mellitus, obesidad, dislipidemia o
sindrome metabdlico. En ciertas modalidades, la presente
invencidén proporciona el uso de una proteina de fusidén de la
presente invencién en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento o prevencién de una afeccidn relacionada con 1la
diabetes seleccionada del grupo que consiste de enfermedad
cardiaca, apoplejia, nefropatia, retinopatia, vy enfermedad
renal. En ciertas modalidades, la presente invencién
proporciona el uso de una proteina de fusidén de la presente
invencién en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de diabetes mellitus mientras se reduce el riesgo

de hipoglucemia y/o ganancia de peso, que comprende administrar



10

15

20

25

30

al paciente una proteina de fusidédn de la presente invencidn.
En ciertas modalidades, la presente invencidn proporciona el
uso de una proteina de fusidén de la presente invencidn en la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de diabetes
mellitus, obesidad, dislipidemia o sindrome metabdlico, en
donde el medicamento serd administrado simultdnea, separada o
secuencialmente en combinacidédn con otro ingrediente activo.

Cuando se usa en la presente, el término “agonista
del receptor de insulina” se refiere a una proteina que se une
y activa el receptor de insulina, lo que resulta en una
disminucidén de los niveles de glucosa en sangre y/o supresidn
de la produccidédn de glucosa hepatica, caracteristicas que se
pueden analizar y medir usando técnicas conocidas, tales como
las mostradas en los estudios descritos a continuacidn.

La porcién de agonista del receptor de insulina de
las proteinas de fusién de la presente invencidédn incluye un
andlogo de una cadena B de insulina y un andlogo de una cadena
A de insulina. Cuando se usan en la presente, los términos
“cadena A de insulina” y “cadena B de insulina” se refieren a
las cadenas A y B de la molécula de insulina humana (CAS No.
11061-68-0), cuyas secuencias tipo salvaje nativas son bien
conocidas. La cadena A de insulina humana consiste de 21
aminoadcidos, referidos en la técnica como Ai-A21, que tienen la
siguiente secuencia:

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEC ID NO: 13).
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La cadena B de insulina humana consiste de 30
aminoacidos, referidos en la técnica como Bi1-Bsg, que tienen la
siguiente secuencia:

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEC ID NO: 14).

En una molécula de insulina humana, las cadenas A y
B se unen por dos enlaces de disulfuro, CysA7-CysB7 y CysA20-
CysB19. La cadena A tiene un enlace de disulfuro intra-cadena
en CysA6-CysAll.

Para lograr el perfil de accidén de tiempo prolongado
deseado, el agonista del receptor de insulina de la proteina
de fusidén de la presente invencidén debe permanecer en la
circulacidén, y ser capaz de interactuar con el receptor de
insulina, durante un periodo de tiempo prolongado. Para que las
proteinas de fusidén de la presente invencidn permanezcan en
circulacién durante el periodo de tiempo deseado, la
eliminacién de las proteinas de fusidén se debe atenuar. Las dos
rutas primarias de eliminacidén de la insulina son depuraciédn
renal y depuracién mediada por el receptor de insulina. Ver
Iglesias P, et al. Diabetes Obes. Metab. 2008; 10: 811-823.
Para minimizar la depuracidén renal, se necesita una molécula
con un tamafio hidrodindmico de al menos aproximadamente el
tamafio de la albUmina de suero humano, y tal tamario
hidrodinadmico se proporciona en las proteinas de fusidén de 1la
presente invencidén por la regidén Fc de IgG humana. Como para

la depuracién mediada por receptor, la proteina de fusidén no
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puede ser tan potente en el receptor de insulina que resulte
en la depuracidén mediada por receptor més rapida de lo deseado,
pero la proteina de fusidén debe ser bastante potente, sin
embargo, para proporcionar suficiente control de la glucosa a
dosis que son comercialmente factibles. Por 1lo tanto, la
potencia de la proteina de fusidn debe ser cuidadosamente
equilibrada, y la estructura de la proteina de fusidén de 1la
presente invencidn permite lograr tal equilibrio.

Las moléculas de insulina tienen una tendencia a la
auto-asociacién en dimeros vy hexdmeros. Se han propuesto
numerosos roles para las tendencias de auto-asociaciédn
conservadas evolutivamente, incluyendo: (1) estabilizacidn
quimica y térmica de la molécula durante el almacenamiento de
vacuola intracelular; (2) proteccidén de la insulina monomérica
de fibrilacidén in wvivo; (3) sustitucidn de la estabilizacidn
asistida por chaperona vy ©plegado durante la expresidn
intracelular; vy/o (4) esencial para el trafico secretor. La
forma activa de la insulina, sin embargo, es el mondmero.

La tendencia de las moléculas de insulina a auto-
asociarse, y la inactividad de tales moléculas auto-asociadas,
es relevante para la presente invencidén, debido a que las
regiones Fc de IgG humana también tienden a auto-asociarse para
formar dimeros, tipicamente asociados covalentemente a través
de enlaces de disulfuro en la regidén de bisagra, y tales dimeros

se forman de las regiones Fc de IgG humana en las proteinas de
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fusidén de la presente invencidén. Como un resultado de 1la
dimerizacidédn de las regiones Fc de IgG humana, los dos “grupos”
de agonistas del receptor de insulina estdn en estrecha
proximidad entre si, y por lo tanto existen a concentracidn
local relativamente alta. En el caso de la insulina humana, tal
estrecha proximidad tenderia a favorecer la auto-asociacidn, o
dimerizacidén, de las porciones de insulina, que afecta a la
actividad de las moléculas. Un diagrama esquematico de un dimero
de la proteina de fusidén Fc con los grupos de porcidn de
insulina que se han vuelto auto-asociados, o dimerizados, se
proporciona en el diagrama (D) de la Figura 2. La tendencia de
las moléculas de insulina a auto-asociarse también podria
llevar a la auto-asociacién, o dimerizacidédn, de porciones de
insulina de mas de un dimero de proteina de fusidén Fc; un
diagrama esquemdtico de un dimero de dos dimeros de proteina
de fusidén Fc con porciones de insulina auto-asociadas, o
dimerizadas, se proporciona en el diagrama (E) de la Figura 2.
Ademds, los porciones de insulina en mas de dos dimeros de
proteina de fusidén Fc también podrian auto-asociarse de tal
manera para formar, por ejemplo, un trimero comprendido de tres
dimeros, o incluso agregados de orden mayor comprendidos de més
de tres dimeros.

La porcién de agonista del receptor de insulina de
la proteina de fusidén de la presente invencidén, sin embargo,

tiene una tendencia reducida a auto-asociarse, o dimerizarse,
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y por lo tanto los dimeros de proteina de fusidn comprendidos
de proteinas de fusidén de la presente invencidn tienden a
favorecer la estructura representada en el diagrama (C) de la
Figura 2, en oposicidén a las estructuras representadas en los
diagramas (D) y (e) de la Figura 2. Por lo tanto, mientras que
la presente invencidédn proporciona un dimero de dos proteinas
de fusidén, el “grupo” de agonista del receptor de insulina de
cada proteina de fusidén en el dimero mantiene un estado
predominantemente monomérico, como se representa, por ejemplo,
en el diagrama (C) de la Figura 1, y por lo tanto es més capaz
de interactuar con el receptor de insulina.

En las proteinas de fusidén de la presente invencidn,
el andlogo de la cadena B de insulina en el agonista del
receptor de insulina incluye una o méds modificaciones de 1la
secuencia de aminodcidos de la cadena B de insulina humana. En
particular, para reducir la propensidédn de las porciones de
agonista del receptor de insulina a auto-asociarse, o
dimerizarse, el andlogo de la cadena B de insulina incluyen una
o mas modificaciones de la cadena B de una molécula de insulina
humana en las posiciones Bis, B2s 0 B27-30, que se representan en
la SEC ID NO: 1 como posiciones X4, Xs vy Xs-9, respectivamente.
Por ejemplo: Xi (que corresponde con Bis en la cadena B de una
molécula de insulina humana) se puede modificar a E, Q o H; Xs
(que corresponde con B2s en la cadena B de una molécula de

insulina humana) se puede modificar a H; Xs (que corresponde
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con Bz7 en la cadena B de una molécula de insulina humana) se
puede suprimir o modificar a G, S, H o V; X7 (que corresponde
con Bzg en la cadena B de una molécula de insulina humana) se
puede suprimir o modificar a G, E, K, D, S o H; Xs (que
corresponde con Bzg en la cadena B de una molécula de insulina
humana) se puede suprimir o modificar a G, E, P, Q, D o H; y Xo
(que corresponde con Bizg en la cadena B de una molécula de
insulina humana) se puede suprimir o modificar a G, S, E o K.
Ademéds de reducir la propensidén de las porciones de agonista
del receptor de insulina a auto-asociarse, las modificaciones
a las posiciones Bis y Bzs en el andlogo de la cadena B de
insulina - Xsy X5 de SEC ID NO: 1, respectivamente - también se
pueden hacer para ajustar la potencia, mejorar la expresidn,
mejorar la estabilidad quimica y/o fisica, mejorar la facilidad
con la cual las proteinas de fusidén se pueden formular con
otros excipientes comunmente usados y/0 eliminar la
desamidacién. El1l andlogo de la cadena B de insulina también
puede incluir modificaciones adicionales por estas razones.
Haciendo referencia a las variables en la SEC ID NO: 1, tales
modificaciones adicionales incluyen las siguientes:
modificacién de X: (que corresponde con Bi en la cadena B de una
molécula de insulina humana) a Q o A; modificacidén de X, (que
corresponde con Bz en la cadena B de una molécula de insulina
humana) a G; y/o modificacién de X3 (que corresponde con B3 en

la cadena B de una molécula de insulina humana) a K, D o G.
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En ciertas modalidades preferidas, el andlogo de la
cadena B de insulina incluye mas de una modificacidédn a la
secuencia de aminodcidos de la cadena B de insulina humana en
las posiciones X4, X5y Xg-9de la SEC ID NO: 1. En una modalidad
preferida, X4 es E y Xs es H. En ciertas modalidades, la
secuencia de aminoacidos de Xg—X9 de SEC ID NO: 1 se selecciona
del grupo que consiste de: GGES, GGGS, GGDS, GGEG, GGGG, SSES,
SSGS, GGEE, GGGE, GGEK, GGGK, TPGS, TGGS, HGES, GHES, GGHS,
GGEH, HGGS, GHGS, GGGH, GGDD, VGES, TEET, TKPT, GGGG, TGGG,
TPGG, EPKT, TDKT, TPGS, EGGS, EGES, EEES, EPES, EPEP y GGDD.
En modalidades preferidas, la secuencia de estos cuatro
aminodcidos es GGGS, GGGG o TEET. En modalidades
particularmente preferidas, Xises E, Xses H y Xg-9 es GGGG.

Cabe seflalar que, mientras que Xs-X9 de SEC ID NO: 1
se describen anteriormente como comprendiendo el extremo C-
terminal del andlogo de la cadena B de insulina (Z1), estos
aminoadcidos no son criticos para la actividad de las proteinas
de fusién en el receptor de insulina, vy por lo tanto
alternativamente se pueden considerar una extensién del primer
enlazante de péptido (Z2). Por ejemplo, en el contexto de la
SEC ID NO: 4, Xs—X9 se pueden considerar ya sea parte del andlogo
de la cadena B de insulina o el primer enlazante de péptido en
ese agonista del receptor de insulina.

En las proteinas de fusidén de la presente invenciédn,

el andlogo de la cadena A de insulina en la porcidén del agonista
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del receptor de insulina puede incluir una o mas modificaciones
a la secuencia de aminoacidos de la cadena A de insulina humana
destinada a mejorar la estabilidad gquimica y fisica, ajustar
la potencia, y/o mejorar la expresidén. Haciendo referencia a
las variables en la SEC ID NO: 2, estas modificaciones incluyen
las siguientes: modificacidédn de Xi; (que corresponde con Aigp en
la cadena A de wuna molécula de insulina humana) a T;
modificacidén de X2 (que se corresponde con Aiz en la cadena A de
una molécula de insulina humana) a D, Q o E; y/o modificacidn
de X3 (que corresponde con Az; en la cadena A de una molécula de
insulina humana) a G, S o A. En una modalidad preferida, Xi es
T, X, es D, y Xz es G.

Ademéas, para evitar la desamidacidén, asi como las
escisién quimica y/o proteolitica, si el aminodcido en 1la
posicién 21 en el andlogo de la cadena A de insulina en el
agonista del receptor de insulina, es decir, X3z en la SEC ID
NO: 2, es una N - el aminoadcido que estéd presente en la posicidn
correspondiente en una molécula de insulina humana - no debe
ser seguido inmediatamente en el lado C-terminal por ciertos
aminodcidos, tales como una G o un N, o0 en ciertas modalidades,
un P, S, V o L. Ver, por ejemplo, Vlasak J, Ionescu R., MADbs.
2011 May-Jun; 3(3): 253-063. Fragmentation of Monoclonal
Antibodies. Cabe sefilalar que, mientras este requisito se cita
en la primera proteina de fusidén descrita anteriormente en el

contexto de las opciones para las posiciones Xz y Xs en la SEC
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ID NO: 2, que pertenece al analogo de la cadena A de insulina,
no es critico para el residuo no glicina después de un residuo
de asparagina en la posicidén 21 en el anadlogo de la cadena A
de insulina ser considerado parte del agonista del receptor de
insulina, en oposicidén al segundo enlazante de péptido. Por
ejemplo, en el contexto de la SEC ID NO: 11, El1 residuo
correspondiente con la posicidédn 21 en la porcidn andloga de la
cadena A se representa por Xis, y el siguiente aminoacido, Xis,
podria ser ya sea considerado parte del agonista del receptor
de insulina o el segundo enlazante de péptido.

Como se describid anteriormente, en las proteinas de
fusién de la presente invencidén, el residuo C-terminal del
andlogo de la cadena B de insulina se fusiona directamente al
residuo N-terminal de un primer enlazante de péptido y el
residuo C-terminal del primer enlazante de péptido se fusiona
directamente al residuo N-terminal del andlogo de la cadena B
de insulina. El primer enlazante de péptido debe proporcionar
suficiente flexibilidad para que los andlogos de la cadena Ay
cadena B de insulina logren la estructura necesaria para unirse
al receptor de insulina, pero no debe ser tan larga dque
indebidamente interfiera «con esa unién. La longitud vy
composicién del primer enlazante de péptido se puede ajustar
para ajustar la potencia y/o expresidén de las proteinas de
fusidén. En algunas modalidades, el primer enlazante de péptido

es de 5 a 10 aminoédcidos de longitud, al menos 5 de los cuales
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son residuos de G. En ciertas modalidades, la secuencia de
aminoadcidos del primer enlazante de péptido se selecciona del
grupo que consiste de: GGGGGG, GGGGG, EGGGGG, GEGGGG, GGEGGG,
GGGEGG, GGGGEG, GGGGGE, KGGGGG, GKGGGG, GGKGGG, GGGKGG, GGGGKG,
GGGGGK, HGGGGG, GHGGGG, GGHGGG, GGGHGG, GGGGHG, GGGGGH, GGGGGA,
GGGGGR, SGGGGG, GSGGGG, GGSGGG, GGSGGGK, GGSGGGG y GGSGGG. En
ciertas modalidades preferidas, la secuencia del primer
enlazante de ©péptido comprende la SEC ID NO: 3. Muy
preferiblemente, la secuencia del primer enlazante de péptido
es GGSGGGG (SEC ID NO: 15). La porcidén del agonista del receptor
de insulina de las proteinas de fusidén de la presente invencidn
también incluye los enlaces de disulfuro encontrados en una
molécula de insulina humana como se describidé anteriormente,
principalmente, dos enlaces de disulfuro que unen los analogos
de la cadena A y cadena B de insulina en CysA7-CysB7 y CysA20-
CysB19, y un enlace de disulfuro intra-cadena en el andlogo de
la cadena A de insulina en CysA6-CysAll.

Como se describidé anteriormente, el residuo C-
terminal de la porcidén de agonista del receptor de insulina de
las proteinas de fusidén de la presente invencidédn se fusiona al
residuo N-terminal de un segundo enlazante de péptido, y el
residuo C-terminal del segundo enlazante de péptido se fusiona
directamente al residuo N-terminal de la porcidén Fc. Se prefiere
que el segundo enlazante de péptido sea rico en glicina, para

proporcionar suficiente flexibilidad conformacional.
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Preferiblemente, el segundo enlazante de péptido es de menos
de 30 aminodcidos de longitud. En ciertas modalidades
preferidas, el segundo enlazante de péptido estda entre 10 y 25
aminoacidos de longitud, con al menos 50% de los aminoacidos
siendo residuos de glicina. Un segundo enlazante de péptido
preferido incluye la secuencia (GGGGXis)n en donde Xis es Q, E o
S y n = 2-5. Un segundo enlazante de péptido mas preferido
tiene la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 6. Un segundo
enlazante de péptido mas preferido tiene 1la secuencia de
aminoacidos

GGGGOGGGGOGGGGQGGGGG (SEC ID NO: 7).

Como se usa en la presente, el término “regidn Fc de
IgG humana” tiene el significado cominmente dado al término en
el campo de la inmunologia. Especificamente, este término se
refiere a un fragmento de anticuerpo de IgG humana el cual se
obtiene removiendo las dos regiones de unidén al antigeno (los
fragmentos Fab) del anticuerpo. En particular, la regidén Fc
incluye los dominios de regidén constante CH2 vy CH3 del
anticuerpo, y también puede incluir algo o toda la regidén de
bisagra.

Como se describid anteriormente, en ciertas
modalidades de la proteina de fusidén de la presente invencidn,
la Regidén Fc de IgG humana comprende fragmentos de la regidn
constante de una cadena pesada de un anticuerpo de IgG, una

representacién esquemdtica de la cual se proporciona en el
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diagrama (A) de la Figura 2, y en otras modalidades, la regidn
Fc de IgG humana comprende fragmentos de las regiones constantes
de dos —cadenas pesadas de un anticuerpo de IgG, una
representacidén esquematica de la cual se proporciona en el
diagrama (B) de la Figura 2. En esta modalidad, las regiones
constantes de las dos cadenas pesadas se asocian entre si a
través de interacciones no covalentes y enlaces de disulfuro.

Hay cuatro subclases de IgG (Gl, G2, G3, y G4) cada
una de las cuales tiene diferentes estructuras y funciones
bioldgicas conocidas como funciones efectoras. Estas funciones
efectoras generalmente son mediadas a través de la interaccidn
con el receptor Fc (FcyR) o por la unidén del factor de
complemento Clg. La unidén a FcyR puede llevar a citolisis
mediada por células dependiente del anticuerpo, mientras que
la unién a factores de complemento puede llevar a la lisis
celular mediada por complemento. Las estructuras y propiedades
de las regiones Fc de las subclases de IgG son conocidas en la
técnica. Las proteinas de fusidén de la presente invencidén pueden
contener regiones Fc de cualquiera de las subclases de IgG,
aunque G2 y G4 tienen menores actividades de funcidén efectora
y unién al receptor que los anticuerpos de Gl y G3, y por lo
tanto se prefieren.

Cuando se usa en la presente, el término regidén Fc
de IgG humana también incluye versiones de tales fragmentos de

anticuerpos los cuales se han modificado, alargado vy/o
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truncado, por ejemplo, para alterar las propiedades o
caracteristicas, tales como las funciones de unidén al receptor
de Fc vy/o complemento, funciones efectoras, formacidén de
enlaces de disulfuro, glicosilacidén, citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos (ADCC), manufacturabilidad,
y/o estabilidad. Por ejemplo, las regiones Fc de IgG humana de
las proteinas de fusidén de la presente invencidén se pueden
modificar para reducir o remover el sitio de glicosilacidn N-
enlazado, 1o cual reducird 1la afinidad de unidén a Clg vy
citotoxicidad, y lo cual puede ayudar en la inmunogenicidad,
afectar la estabilidad conformacional y velocidad de depuracidn
in vivo, y/o modificar las funciones efectoras. Las regiones
Fc de IgG humana de las proteinas de fusidén de la presente
invencién también pueden tener algo o toda la regidédn de bisagra
removida para simplificar la dimerizacidén de Fc mediada por
disulfuro. Otros ejemplos de alteraciones incluyen
fosforilacién, sulfataciédn, acilacién, glicosilacién,
metilacidén, acetilacidén, amidacidén, y/o modificaciones para
habilitar la produccién de moléculas de heterodimero. Las
écnicas para modificar las estructuras y propiedades de las
regiones Fc de IgG humana de las subclases de IgG son conocidas
en la técnica.

Independientemente de la estructura final de 1la
proteina de fusidén, la regidén Fc de IgG humana debe servir para

prolongar la vida media en plasma in vivo del agonista del
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receptor de insulina. En la preparacidédn de proteinas de fusidn
Fc heterdélogas en donde la porcidn Fc se estd usando por su
capacidad para extender la vida media, es importante minimizar
cualgquier funcidén efectora. Ademéds, el agonista del receptor
de insulina fusionado debe permanecer capaz de unirse a vy
activar el receptor de insulina para resultar en una disminucidn
de niveles de glucosa en sangre y/o supresidén de la produccidn
de glucosa hepatica, caracteristicas 1las cuales se pueden
analizar y medir usando técnicas conocidas, tales como las
mostrada en los estudios descritos a continuacién. Una vida
media larga en las proteinas de fusidén de la presente invencidn
se puede demostrar usando, por ejemplo, los métodos descritos
a continuacidn.

Una regién Fc de IgG humana preferida es una regidn
Fc de IgG4 modificada para reducir adicionalmente la funcién
efectora, promover la formacidén de homodimero, vy tener una
porcién de la bisagra suprimida, como en la SEC ID NO: 9 en
donde X3 es F; Xy es F; Xzes V; Xges V; Xses N; Xees R; y Xy
estd ausente.

Otra regidén Fc de IgG humana preferida es una regiodn
Fc de IgG2 que tiene una porcidén de la bisagra suprimida, como
en la SEC ID NO: 10 en donde Xi; es F; Xoes F; Xzes V; Xges V;
Xs es N; y Xs estd ausente.

Cabe sefialar que, aunque las secuencias de

aminoadcidos de las regiones Fc de IgG humana preferidas citadas
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anteriormente tienen porciones de las regiones de bisagra
removidas para simplificar la dimerizacidén mediada por
disulfuro, aquellas regiones de bisagra pueden estar presentes
en ciertas modalidades. Por ejemplo, una regidn Fc de IgG2 tipo
salvaje incluye la secuencia de seis aminodcidos ERKCCV en su
extremo N-terminal, y aungque estos aminocdcidos no se citan en
la secuencia de regidén Fc de IgG2 descrita en la SEC ID NO: 10,
se contempla que una regidédn Fc de IgG humana que comprende la
secuencia de aminodcidos descrita en la SEC ID NO: 10 puede
comprender ademds algo o toda la secuencia de seis aminoéacidos
ERKCCV en su extremo N-terminal. De manera similar, una regidn
Fc de IgG humana la cual comprende la secuencia de aminoacidos
descrita en la SEC ID NO: 9 puede comprender ademds algunos o
todos los seis aminoacidos encontrados en el extremo N-terminal
de una regidén Fc de IgG4, es decir ESKYGP. Del mismo modo, una
regién Fc de IgG humana la cual comprende la secuencia de
aminoadcidos descrita en la SEC ID NO: 8 puede comprender ademés
algunos o todos los diez aminoadcidos encontrados en el extremo
N-terminal de una regidén Fc de IgGl, es decir: EPKSCDKTHT.
Ademds, la delimitacidén precisa entre la cual el aminoacido
constituye el extremo C-terminal del segundo enlazante de
péptido y cudl aminodcido constituye el extremo N-terminal de
la regién Fc de IgG humana no es critica para la estructura o
funcién de la proteina de fusidén de la presente invencidn. Por

ejemplo, en el contexto de la SEC ID NO: 11, los residuos
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correspondientes con las posiciones Xi9—-X22 se podrian describir
como el extremo C-terminal del segundo enlazante de péptido o
una extensidédn N-terminal de la regidédn Fc de IgG humana.

Como se describid anteriormente, la presente
invencidén también se refiere a polinucledtidos que codifican
cualgquiera de las proteinas de fusidén de la presente invencidn.
Los polinucledétidos que codifican 1las proteinas de fusidn
descritas anteriormente pueden estar en la forma de ARN o ADN,
que incluye ADNc y ADN sintético, y que pueden ser de hebra
doble o hebra unica. Las secuencias codificantes que codifican
las proteinas de la presente invencidén pueden variar como
resultado de la redundancia o degeneracidédn del cdbdigo genético.

Los polinucledétidos que codifican para las proteinas
de fusién de la presente invencidén pueden incluir 1los
siguientes: sb6lo la secuencia codificante para las proteinas,
la secuencia codificante para las proteinas y secuencia
codificante adicional, tal como una secuencia lider o secretora
0 una secuencia de pro-proteina; la secuencia codificante para
las proteinas y secuencia no codificante, tales como intrones
0 secuencia no codificante 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante
para las proteinas. Por lo tanto, el término “polinucledtido
que codifica una proteina” abarca un polinucledétido que puede
incluir no sélo la secuencia para las proteinas sino también
un polinucledétido que incluye secuencia codificante y/o no

codificante adicional.
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Los polinucledétidos de 1la presente invencidn se
expresaran en una célula huésped después que las secuencias se
han enlazado operativamente a una secuencia de control de
expresioén. Los vectores de expresidn son tipicamente
replicables en los organismos huésped ya sea como episomas o
como una parte integral del ADN cromosdmico huésped.
Comunmente, los vectores de expresidn contendran marcadores de
seleccidén para permitir la deteccidén de aquellas células
transformadas con las secuencias de ADN deseadas.

Las proteinas de fusidén de la presente invencidn se
pueden producir facilmente en células de mamifero tales como
células CHO, NSO, HEK293, BHK, o COS; en células bacterianas
tales como E. coli, Bacillus subtilis, o Pseudomonas
fluorescence; en células de insecto, o en células fungicas o
de levadura, las cuales se cultivan usando técnicas conocidas
en la técnica. Las células de insecto, y levadura u otras
fingicas, sin embargo, producen N-glicanos no humanos, de modo
que las proteinas con glicosilacién N-enlazada se produce en
tales células pueden causar reacciones inmunogénicas si se
administran a pacientes. La produccién en tales células, por
lo tanto, requiere la eliminacién de sitios de glicosilaciédn
N-enlazados vy/o 1ingenieria genética de 1las <células para
producir N-glicanos humanos usando técnicas conocidas en la
técnica. Ver, por ejemplo, Hamilton SR, et al., Production of

complex human glycoproteins in yeast, 301 ScCIENCE (5637): 1244-
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6 (Agosto 2003). Se prefiere la produccidén en células de
mamifero, y la célula huésped de mamifero preferida es la linea
celular CHOK1SV que contiene un sistema de expresidén de
glutamina sintetasa (GS) (ver Patente de Estados Unidos
5,122,464) .

Los vectores que contienen las secuencias de
polinucledétidos de interés (por ejemplo, las proteinas de
fusién vy secuencias de control de expresidn) se pueden
transferir a la célula huésped por métodos bien conocidos, los
cuales varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por
ejemplo, la transformacidédn con cloruro de calcio se usa
cominmente para células procariotas, mientras que el
tratamiento con fosfato de calcio o electroporacidén se puede
usar para otros huéspedes celulares.

Diversos métodos de purificacién de proteinas se
pueden emplear y tales métodos son conocidos en la técnica y
descritos, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology
182: 83-89 (1990) y Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice, 3a Edicién, Springer, N.Y. (1994).

Como se describidé anteriormente, la proteina de
fusién de la presente invencidén en ciertas modalidades se
produce como un dimero. En tal dimero, las regiones Fc de IgG
humana de las proteinas de fusidén se asocian entre si a través
de interacciones no covalentes y enlaces de disulfuro. Una

representacidén esquematica de tal dimero se proporciona en el



10

15

20

25

48

diagrama (C) de la Figura 2. Cuando las secuencias de
aminoacidos de las dos proteinas de fusidén que integran tal
dimero - por ejemplo, Proteina de Fusidén A y Proteina de Fusidn
B en el dimero representado en el diagrama (C) de la Figura 2
- son las mismas, el dimero es referido en la presente como un
“homodimero”. Como se sefiald anteriormente, se prefiere la
expresidén de proteinas de fusidédn de la presente invencidn en
células de mamifero, y la expresidédn en tales células resulta
en homodimeros. Las proteinas de fusidén en tales homodimeros
se asocian a través de interacciones no covalentes y enlaces
de disulfuro intermoleculares en la porcidén Fc. Por ejemplo,
la proteina producida por un gen el cual codifica la proteina
de fusién de SEC ID NO: 12 seria un homodimero unido
covalentemente a través de enlaces de disulfuro inter-cadena,
es decir C80 a C80 y C83 a C83.

Cuando las secuencias de aminocacidos de dos proteinas
de fusidén que integran un dimero - por ejemplo, Proteina de
Fusidén A y Proteina de Fusidén B en el diagrama (C) de la Figura
2 - son diferentes, el dimero es referido como  un
“heterodimero”. Tal heterodimero se puede preparar por técnicas
conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, Lewis SM, et al.
NAT. BIOTECHNOL. 32 (2):191-8 (2014); CaARTER, J. IMMUNOL. METHODS, 248
(1-2):7-15(2001); Ridgway, J.B. et al. PRrROTEIN ENG. 9(7):617-2
(1990) .

Las referencias en la presente a composiciones
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farmacéuticas que comprenden una proteina de fusidén incluyen
composiciones farmacéuticas las cuales contienen un homodimero
de esa proteina de fusidn, vy/o las cuales contienen un
heterodimero, en donde un miembro del heterodimero es que la
proteina de fusidén. Del mismo modo, las referencias en la
presente a métodos que comprenden administrar una proteina de
fusidn, incluyen métodos que comprenden administrar un
homodimero de esa proteina de fusidén vy/o administrar un
heterodimero, en donde un miembro del heterodimero es esa
proteina de fusidén. Del mismo modo, las referencias a una
proteina de fusidén para uso en terapia y/o una proteina de
fusidébn para uso en la manufactura de un medicamento incluyen
un homodimero de esa proteina de fusidn, y/o un heterodimero
en donde un miembro del heterodimero es esa proteina de fusidn,
para uso en terapia y/o en la manufactura de un medicamento.
El término “tratamiento” o “tratar”, como se usa en
la presente, se refiere al manejo y cuidado de un paciente que
tiene diabetes o hiperglucemia, u otra afeccidén para la cual
se indica la administracién de insulina para el propdsito de
combatir o aliviar los sintomas y complicaciones de esas
condiciones. El tratamiento incluye administrar proteinas de
fusién de la presente invencidn para prevenir o retrasar el
comienzo de sintomas o complicaciones, aliviando los sintomas
o complicaciones, o eliminando la enfermedad, afeccidén, o

trastorno. El paciente a tratar es un mamifero, N
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preferiblemente, un ser humano.

El término “prevenir” o “prevencidn”, como se usa en
la presente, se refiere a la reduccidn del riesgo o incidencia
de, o eliminar o ralentizar la progresién de, una o mas
afecciones, sintomas, complicaciones o trastornos.

Las proteinas de fusidén de la presente invencidn se
pueden usar para tratar sujetos con una amplia variedad de
enfermedades % afecciones. Se incluyen sujetos con
hiperglucemia, diabetes insulino-dependiente asi como sujetos
con diabetes no insulino-dependiente, incluyendo el tratamiento
de sujetos no tratados previamente asi como sujetos gque son
tratados con medicamentos orales, tales como una sulfonilurea,
metformina, tiazolidindiona tales como pioglitazona, inhibdor
de «o-glucosidasa tal como acarbosa, vy/o inyectables no
insulina, incluyendo terapias basadas en la incretina, tales
como inhibidores de DPP-4 y agonistas de GLP-1R. Las proteinas
de fusidén de la presente invencidén se pueden usar para regular
la glucosa en sangre en tales pacientes, y pueden tratar
afecciones o complicaciones que resultan de insuficiente
control de la glucosa en sangre tales como retinopatia,
neuropatia, o enfermedad renal.

En ciertas modalidades, la proteina de fusidén de 1la
presente invencidén se administra cada dia, cada dos dias, dos
veces a la semana, tres veces a la semana, una vez a la semana,

dos veces al mes o una vez al mes. En modalidades preferidas,
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la duracidén de la accidén es suficientemente prolongada para
permitir la dosificacidén una vez a la semana. Incluso para
tales moléculas de accidén prolongada, sin embargo, se
reconocera por los expertos en la técnica que el control
efectivo de la glucosa también se puede proporcionar por dosis
gradual acumulando un farmaco con un perfil farmacocinético
largo usando un régimen de tratamiento més frecuente, tal como
una vez al dia. Ver, por ejemplo, Heise T and Meneghini LF, 20
EnNDOCR. PracT. p75-83 (2014).

En ciertas modalidades, la proteina de fusidén de la
presente invencidén se administra en combinacién con un
ingrediente activo adicional, tal como insulina o un analogo
de la insulina, una terapia basada en la incretina, o un
medicamento oral para la diabetes, tal como una sulfonilurea,
metformina, tiazolidindiona tal como ©pioglitazona o un
inhibidor de a-glucosidasa tal como acarbosa.

El término “terapia basada en la incretina” incluye
cualquier tratamiento el cual comprende la administracidén de,
0 promueve, permite, mejora y/o simula los efectos de, un grupo
de hormonas metabdélicas conocidas como incretinas, el grupo
incluye GLP-1 y péptido inhibidor gastrico (GIP). Las terapias
basadas en la incretina las cuales estdn actualmente
disponibles incluyen inhibidores de DPP-4 y agonistas de GLP-
1R.

Un “inhibidor de DPP-4” es un compuesto que bloquea
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la enzima DPP-4, la cual es responsable de la degradacidn de
las incretinas. Actualmente los inhibidores de DPP-4
disponibles incluyen sitagliptina (Januvia®), vy linagliptina
(Tradjenta®) .

Un “agonista de GLP-1R” se define como un compuesto
que comprende la secuencia de aminocadcidos de GLP-1 humano nativo
(SEC ID NO: 25), un analogo de GLP-1, derivado de GLP-1 o
proteina de fusidén GLP-1, gque mantiene la actividad en el
receptor de GLP-1. La actividad de GLP-1R se puede medir por
métodos conocidos en la técnica, incluyendo el wuso de
experimentos in vivo y ensayos en vitro que miden la actividad
de unidén del receptor GLP-1 o activacidén del receptor, por
ejemplo, ensayos que emplean células de islotes pancredticos o
células de insulinoma, como se describe en EP 619,322 y Patente
de Estados Unidos No. 5,120,712, respectivamente. Un analogo
de GLP-1 es una molécula que tiene una modificacidén que incluye
una o mas sustituciones, supresiones, inversiones, o adiciones
de aminodcidos en comparacién con la secuencia de aminoacidos
de GLP-1 humano nativo (SEC ID NO: 25). Un derivado de GLP-1
es una molécula que tiene la secuencia de aminoadcidos de GLP-1
humano nativo (SEC ID NO: 25) o de un anadlogo de GLP-1, pero
adicionalmente tiene al menos una modificacién quimica de uno
o més de sus grupos laterales aminocacidos, &atomos de carbono
o, grupo amino terminal, o grupo &acido carboxilico terminal.

Una proteina de fusidén GLP-1 es una proteina heterdloga que



10

15

20

25

53

comprende GLP-1, un analogo de GLP-1 o una porcidén de derivado
de GLP-1 y un segundo polipéptido. Los agonistas de GLP-1R
actualmente disponibles incluyen exenatida (Byetta® y
Bydureon®), liraglutida (Victoza®), albiglutida (Tanzeum®) vy
dulaglutida (Trulicity®), las estructuras de las cuales son
conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, US 5,424,286
(exenatida) ; Us 6,208,343 (liraglutida) ; Us 2014044717
(albiglutida); y US 7,452,966 (dulaglutida).

En modalidades en donde una proteina de fusidén de 1la
presente invencidén se proporciona en combinacidédn con un
ingrediente activo adicional, la proteina de fusidén e
ingrediente activo adicional se pueden administrar simultéanea,
secuencialmente o en una formulacidén, combinada Unica.

Las proteinas de fusidén de la presente invencidén son
efectivas en el tratamiento de tales enfermedades y afecciones
administrando a un paciente en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina de fusién de la
presente invencién. Como se usa en la presente, la frase
“cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a aquella
cantidad de una proteina de fusidén de la presente invencidn
suficiente para regular la glucosa en sangre en un paciente sin
causar efectos secundarios inaceptables. Una cantidad
terapéuticamente efectiva de la proteina de fusidén administrada
a un sujeto dependerd del tipo y gravedad de la enfermedad vy

de las caracteristicas del sujeto, tales como salud general,
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edad, sexo, peso corporal, y tolerancia a los farmacos. El
experto en la materia serd capaz de determinar dosificaciones
apropiadas dependiendo de estos y otros factores. En ciertas
modalidades, una cantidad terapéuticamente efectiva de una
proteina de fusidén de la presente invencidn cuando se administra
una vez a la semana varia desde aproximadamente 0.01 nmol/kg a
aproximadamente 100 nmol/kg. Mas preferiblemente, una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina de fusidn de la
presente invencidén cuando se administra una vez a la semana
varia desde aproximadamente 1 nmol/kg a aproximadamente 50
nmol/kg. Méas preferiblemente, una cantidad terapéuticamente
efectiva de una proteina de fusidén de la presente invencidn
cuando se administra wuna vez a la semana varia desde
aproximadamente 16 nmol/kg a aproximadamente 25 nmol/kg. En
ciertas modalidades, una cantidad terapéuticamente efectiva de
una proteina de fusidén de la presente invencidn cuando se
administra una vez a la semana varia desde aproximadamente 1
mg a aproximadamente 200 mg. Mas preferiblemente, una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina de fusidén de la
presente invencidén cuando se administra una vez a la semana
varia desde aproximadamente 25 mg a aproximadamente 175 mg. Més
preferiblemente, una cantidad terapéuticamente efectiva de una
proteina de fusidén de la presente invencidn cuando se administra
una vez a la semana varia desde aproximadamente 100 mg a

aproximadamente 160 mg.
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Las personas de experiencia en la técnica entenderan
que cuando la proteina de fusidén de la presente invencidn se
administra en combinacidén con otro ingrediente activo, tal como
un agonista de GLP-1R, la dosis se puede ajustar de modo que
la actividad de los dos tratamientos combinados es suficiente
para regular la glucosa en sangre en un paciente. Por lo tanto,
la cantidad de proteina de fusidén que se debe administrar para
regular los niveles de glucosa en sangre en tales combinaciones
puede ser menor que la que seria necesaria si la proteina de
fusidén se administrara como monoterapia. Por ejemplo, cuando
la proteina de fusidén de la presente invencidn se proporciona
en combinacidén con un agonista de GLP-1R, la cantidad de
proteina de fusidén que se proporciona en una dosis semanal se
puede reducir por hasta 50%, en comparacidédn con la cantidad de
la misma proteina de fusidén para uso como una monoterapia,
tales como las dosis descritas en el parrafo precedente.

Preferiblemente, una administracién de una cantidad
terapéuticamente efectiva de la proteina de fusidén de la
presente invencidédn en algunas modalidades proporcionard un
control efectivo de la glucosa mientras se reduce el riesgo de
hipoglucemia vy/o ganancia de peso en comparacién con los
tratamientos existentes. La incidencia de 1la hipoglucemia
causada por una terapia de diabetes que agoniza el receptor de
insulina se puede minimizar evitando un aumento rapido de la

concentracidén del agente terapéutico después de la
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administracién. Las ©proteinas de fusidén de la presente
invencidén tienen un perfil de accidén de tiempo prolongado sin
un aumento rapido en la concentracidén después de la
administracién.

Ademéds, en modalidades en donde las proteinas de
fusidén de la presente invencidn se proporcionan en combinacidn
con otro ingrediente activo, en particular, un agonista de GLP-
1R, la actividad hepatopreferencial de las proteinas de fusidn
de la presente invencidén también puede reducir el riesgo de
hipoglucemia mientras se controla los niveles de glucosa.
Debido a que la proteina de fusidén de la presente invencidn
puede acceder facilmente al higado a través del endotelio
sinusoidal fenestrado, la molécula puede controlar la
produccién de glucosa hepatica, con poca, si la hay, actividad
en la periferia, mientras el agonista de GLP-1R promueve la
secrecidén dependiente de la glucosa de insulina enddbdgena del
pancreas que es facilmente capaz de perfusionarse en la
periferia para controlar la absorcidén de glucosa en el musculo
y grasa.

Las proteinas de fusidén de la presente invencidn se
administran parenteralmente, por administracién nasal o
inhalacién pulmonar. La administracidén parenteral se prefiere,
y puede incluir, por ejemplo, administracién sistémica, tal
como por inyeccidén intramuscular, intravenosa, subcuténea, o

intraperitoneal.



10

15

20

25

57

Las proteinas de fusidén se pueden administrar al
sujeto en una composicidén farmacéutica, la cual comprende una
proteina de fusidén de la presente invencidén y al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones
farmacéuticas son tipicamente, aunque no necesariamente, de
naturaleza parenteral y se pueden preparar por cualguiera de
una variedad de técnicas usando excipientes convencionales para
productos parenterales, los cuales son bien conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo, Remington: the Science and Practice
of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, 212 Edicidén, Lippincott,
Williams & Wilkins, 2006). Como se describid anteriormente, la
proteina de fusidén de la presente invencidén es un homodimero
cuando se expresa en células de mamifero. Por lo tanto, cuando
se usa en la presente, el término “composicidén que comprende
una proteina de fusidén” incluye una composicidén, la cual
contiene un homodimero de una proteina de fusidén. En ciertas
modalidades, una composicidén farmacéutica de la presente
invencién incluye una composicién con la proteina de fusidn de
la presente invencidén presente en una concentracidén de al menos
1 mg/ml, al menos 2 mg/ml, al menos 5 mg/ml, al menos 10 mg/ml,
al menos 20 mg/ml, al menos 25 mg/ml, al menos 30 mg/ml, al
menos 35 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 55 mg/ml, al menos
50 mg/ml, al menos 65 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al menos 100
mg/ml o mayor. En modalidades preferidas, la proteina de fusidn

estd presente en una concentracién de 10-100 mg/ml. En
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modalidades méds preferidas, la proteina de fusidn estd presente
en una concentracién de 15-75 mg/ml, vy en modalidades muy
preferidas, la proteina de fusidén esta presente en una
concentracidén de 20-65 mg/ml.

El término “excipiente” significa cualquier sustancia
afladida a la composicidén diferente de la proteina de fusidn o
cualesquiera otros ingredientes activos adicionales. Los
ejemplos de tales excipientes que se pueden usar en las
composiciones de la presente invencidén incluyen agentes
amortiguadores, agentes tensiocactivos, agentes de isotonicidad
y conservadores.

En ciertas en modalidades, la composicién de 1la
presente invencidén incluyen uno o mas agentes amortiguadores
para controlar el pH de la composicidén. Un “agente amortiguador”
es una sustancia la cual resiste los cambios de pH por la accidn
de sus componentes de conjugado Acido-base. En ciertas
modalidades, la composicidén de la presente invencidén tiene un
pH desde aproximadamente 5.5 a aproximadamente 8.0,
preferiblemente, entre aproximadamente 6.0 y aproximadamente
7.4, mds preferiblemente entre aproximadamente 6.0 y 6.75. Los
agentes amortiguadores adecuados para controlar el pH de las
composiciones de la presente invencién en el rango deseado
incluyen, pero no se limitan a agentes tales como amortiguadores
de fosfato, acetato, citrato, o &cidos de los mismos, arginina,

TRIS, e histidina, asi como combinaciones de los mismos. “TRIS”
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se refiere a 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol, y a
cualgquier sal farmacoldgicamente aceptable del mismo. La base
libre y la forma clorhidrato (es decir, TRIS-HC1l) son dos formas
comunes de TRIS. TRIS también se conoce en la técnica como
trimetilol aminometano, trometamina, y
tris (hidroximetil)aminometano. Los agentes amortiguadores
preferidos en la composicidén de la presente invencidn son
citrato, o acido citrico, y fosfato.

En ciertas modalidades, las composiciones de 1la
presente invencidén incluyen uno o mas agentes de isotonicidad
para minimizar el dolor tras la inyeccidn debido a la hinchazdn
celular o ruptura celular. Un “agente de isotonicidad” es un
compuesto que se tolera fisioldégicamente e imparte una
tonicidad adecuada a una formulacidédn para impedir el flujo neto
de agua a través de membranas celulares que estadn en contacto
con una composicién farmacéutica administrada. Los agentes de
isotonicidad conocidos incluyen glicerol, sales tales como
cloruro de sodio, y monosacadridos incluyendo, pero no limitado
a, manitol, dextrosa y lactosa. Los agentes de isotonicidad
preferidos son manitol y cloruro de sodio.

En ciertas modalidades, las composiciones de 1la
presente invencién incluyen un tensiocactivo. Un “tensioactivo”
es una sustancia que disminuye la tensidén superficial de un
liquido. Los ejemplos de tensioactivos usados en las

composiciones farmacéuticas y los cuales se pueden usar en
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ciertas composiciones de la presente invencién incluyen
polisorbato 20, polisorbato 80, polietilenglicoles (por
ejemplo, PEG 400, PEG 3000, TRITON X-100), éteres de alquilo
de polietilenglicol (por ejemplo, BRIJ), polipropilenglicoles,
copolimeros de bloque (por ejemplo, poloxdmero, PLURONIC F68;
poloxdmero 407, PLURONIC F127; TETRONICS), ésteres de alqguilo
de sorbitédn (por ejemplo, SPAN), aceite de ricino polietoxilado
(por ejemplo, KOLLIPHOR, CREMOPHOR), y trehalosa.

Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencidén también pueden contener un conservador. El término
“conservador” se refiere a un compuesto afladido a una
formulacién farmacéutica para actuar como un agente anti-
microbiano en composiciones de multiples usos y/o titulables.
Entre los conservadores conocidos en la técnica como efectivos
y aceptables en formulaciones parenterales estédn el cloruro de
benzalconio, bencetonio, clorhexidina, fenol, m-cresol, alcohol
bencilico, metil- o propil-parabeno, clorobutanol, o-cresol,
p-cresol, clorocresol, nitrato fenilmercurico, timerosal, acido
benzoico, vy wvarias mezclas de 1los mismos. El conservador
fenélico incluye los compuestos fenol, m-cresol, o-cresol, p-
cresol, clorocresol, metilparabeno, y mezclas de los mismos.
Si un conservador es necesario, el conservador usado en 1las
composiciones de la presente invencidén es preferiblemente un
conservador fendlico, preferiblemente ya sea m-cresol o fenol.

Ciertos conservadores fendlicos, tales como fenol vy
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m-cresol, se sabe gque se unen a la insulina y hexédmeros de
insulina y de ese modo estabilizan un cambio conformacional que
aumenta la estabilidad ya sea fisica o quimica, o ambas. En
composiciones que comprenden otras proteinas, sin embargo,
tales conservadores pueden contribuir a la formacidén de
agregados de proteinas, o polimeros de alto peso molecular
(HMWP) . Ver, por ejemplo, Maa YF and Hsu CC, Int J Pharm 140:
155-168 (1996); Fransson J, et al., Pharm. Res, 14: 606-612
(1997); Lam XM, et al., Pharm. Res., 14: 725-729 (1997); Remmele
RL Jr, et al., Pharm Res 15: 200-208. (1998); Thirumangalathu
R, et al., J Pharm Sci 95: 1480-1497 (2006). Tales agregados
de proteinas en formulaciones terapéuticas son indeseables
debido a su tendencia a inducir una respuesta inmune.

En ciertas modalidades preferidas, la secuencia de
aminoadcidos de la proteina de fusidén de la presente invencidn
se optimiza para mejorar la estabilidad fisica de la proteina
de fusidén en las composiciones las cuales también contienen un
conservador fendlico. Por ejemplo, los presentes inventores
sorprendentemente descubrieron que la presencia de una mutacidn
de aminodcido en la posicién 10 en el andlogo de la cadena A
de insulina (variable Xi en el andlogo de la cadena A de insulina
citada en la SEC ID NO: 2) reduce la acumulacidén de agregados
de la proteina de fusidén en la presencia de conservadores
fendlicos, como se muestra en los estudios de estabilidad a

continuacidn.
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La invencidén se ilustra adicionalmente por 1los
siguientes ejemplos, los cuales no deben interpretarse como

limitantes.

Expresidén y Purificacién de Proteinas de Fusién

Las proteinas de fusidén de la presente invencidn se
produjeron en un sistema de expresidén de células de mamifero
usando la linea celular inactivada genéticamente de glutamina
sintetasa (GS) (GSKO) de CHO. La inactivacidén genética de GS
habilita la rigurosidad de seleccidn estrechada eliminando la
actividad antecedente de GS enddgena la cual puede permitir la
supervivencia de las células Dbajo productivas o nada
productivas bajo condiciones de seleccidén. Los genes que
codifican para proteinas de fusidén se sub-clonaron en el
plasmido de expresidén que contiene glutamina sintetasa (GS).
La secuencia de ADNc que codifica las proteinas de fusidén se
fusiondé en el armazdén con la secuencia codificante de un péptido
sefial lo cual aumenta la secrecidén de la proteina de fusidn en
el medio de cultivo celular. La expresidén se impulsd por el
promotor de citomegalovirus (CMV). Las células de GSKO de CHO
se transfectaron de manera estable usando electroporacidén y la
cantidad apropiada de plésmido de expresidén recombinante.

Las células transfectadas se sometieron a seleccidn
en volumen en medios libres de glutamina. Los grupos

transfectados se colocaron en placas a baja densidad para
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permitir la excrecencia de proximidad a clonal de células de
expresidén estables. Las células madre se seleccionaron para
expresidén de proteina de fusidn y se escalaron en cultivos en
suspensidén libre de suero que se usaron para la produccidn.

Las proteinas de fusidn secretadas en los medios de
comunicacidén se purificaron por cromatografia de afinidad de
Proteina A seguida de cromatografia de exclusidn por tamafio
siguiendo técnicas cromatograficas estandar. Brevemente, las
proteinas de fusidén de los medios aclarados se capturaron por
Mab Select Protein A (GE) que se habia equilibrado con solucidn
salina amortiguada con fosfato pH 7.4. Después de una etapa de
lavado con solucidn salina amortiguada con fosfato pH 7.4, las
proteinas de fusidén unidas se eluyeron con acido citrico 10 mM
pH 3.0. Las fracciones que contenian la proteina de fusidén se
agruparon y se neutralizaron afiadiendo 1/10 volumen de Tris 1
M pH 8.0. Los agregados solubles y multimeros se pueden remover
efectivamente por técnicas comunes, incluyendo exclusidén por
tamafio, interaccién hidrofdébica o cromatografia de intercambio
iénico. Las fracciones que contenian la proteina de fusidn
monomérica (homodimero enlazado covalentemente), como se
determina por cromatografia de exclusién por tamafio, se
agruparon, se filtraron estériles y se almacenaron.

Las secuencias de aminodcidos de proteinas de fusidn

ejemplares de la presente invencidén se muestran a continuacidn:
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Ejemplo 1:

10 20 30 40 50 60
FVNOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS

130 140 150 160 170 180
HEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG

190 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP

250 260 270 280 290
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVEFSCSVMHEALHENHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 12)

Ejemplo 2:

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEETGGGGGGGIVEQCCTSICSLYQLENYCGGGG

70 80 90 100 110 120
GSGGGGSGGGGSESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV

130 140 150 160 170 180
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK

190 200 210 220 230 240
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQ

250 260 270 280 290
PENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

(SEC ID NO: 16)
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Ejemplo 3:

10 20 30 40 50 60
FVNOQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGEOGGPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV

130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS

190 200 210 220 230 240
NKGLPSSTEKTISKAKGOPREPOQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

250 260 270 280 290 300
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
LG

(SEC ID NO: 17)

Ejemplo 4:

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGGG

70 80 90 100 110 120
GEGGGGEGGGGEGGGGECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE

130 140 150 160 170 180
DPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTEFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP

190 200 210 220 230 240
APIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPEN

250 260 270 280 290
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NYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 18)

Ejemplo 5:

10 20 30 40 50 60
FVNOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGOGGPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV

130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS

190 200 210 220 230 240
NKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

250 260 270 280 290 300
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
LG

(SEC ID NO: 19)

Ejemplo 6

10 20 30 40 50 60
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGQGGPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV

130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS

190 200 210 220 230 240
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NKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN

250 260 270 280 290 300
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
LG

(SEC ID NO: 20)

Ejemplo 7

10 20 30 40 50 60
AGGQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGGG

70 80 90 100 110 120
GOGGGGOGGGGOGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE

130 140 150 160 170 180
DPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP

190 200 210 220 230 240
APIEKTISKTKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPEN

250 260 270 280 290
NYKTTPPMLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 21)

Ejemplo 8

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYTPKTGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS

70 80 90 100 110 120
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HEDPEVOQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKG

70 80 90 100 110 120
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQP

70 80 90 100 110 120

5 ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 22)

Ejemplo 9
10 20 30 40 50 60
10 FVNOQHLCGSHLVEALELVCGERGFFYTEETGGGGGGGIVEQCCTSICSLYQLENYCGGGG
70 80 90 100 110 120
GSGGGGSGGGGSGGGGSECPPCPAPPVAGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
130 140 150 160 170 180
EDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGL
15 190 200 210 220 230 240
PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPE
250 260 270 280 290
NNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPG
(SEC ID NO: 23)
20
Ejemplo 10
10 20 30 40 50 60
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120

25
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GGOGGGGQGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
190 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290
ENNYKTTPPMLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEC ID NO: 24)

Actividad In Vitro

Los lotes de prueba de los Ejemplos 1-3, 5 y 9 se
prepararon en una solucidén salina amortiguada con fosfato (PBS,
pH 7.4) o amortiguador de citrato 10 mM (pH 6.5) y se
almacenaron a 4°C. La insulina humana biosintética (Eli Lilly
and Company) se prepardé en HC1 0.01 N y se almacend como
alicuotas congeladas, o se prepard en una mezcla formulada que
contiene m-cresol, zinc, cloruro de sodio, y amortiguador TRIS
(pH 7.3) a 100 unidades/ml y se almacend a 4°C.

Las afinidades de proteinas de fusidén se determinaron
en ensayos de unién al receptor realizados en membranas Pl
preparadas de células 293EBNA establemente transfectadas
(células de rifibn embrionarias humanas 293HEK que expresan
EBNA-1) sobreexpresando ya sea la isoforma A del receptor de
insulina humana (hIR-A) o isoforma B del receptor de insulina

humana (hIR-B) que contiene una marca de epitope C9 en el
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extremo C-terminal. Las afinidades de unidén se determinaron de
un ensayo de unidén de radioligando competitivo realizado en (3-
[125T]-yodotirosil-Al4) -insulina recombinante humana. Los
valores de las muestras de prueba se calcularon como el
porcentaje con relacidén a la actividad de insulina humana no
marcada. Los valores de ICsgp se determinaron de anadlisis de
regresidédn no lineal logistica de 4 parametros (XLFit versidn
4.0, 1IDBS). Si es necesario, los paradametros superiores e
inferiores de la curva se ajustaron a 100 o 10, respectivamente.

La constante de afinidad (Ki) se calculd del valor de
ICso con base en la ecuacidén Ki = ICso/(1 + D/Kg) donde D es
igual a la concentracidén del radioligando wusado en el
experimento y Kg es igual a la constante de afinidad de unidn
en equilibrio del radioligando por su receptor cognado
determinada del andlisis de unidén de saturacidén (hIR-A = 0.205
nM; hIR-B = 0.251 nM). Los valores reportados para Ki se
mostraron como media geométrica + el error estdndar de la media
(SEM), con el numero de determinaciones replicadas indicadas
por “n” (Tabla 1).

Las proteinas de fusidén ejemplificadas tienen
afinidad tanto a hIR-A como hIR-B. En comparacidén con la
insulina humana, las ©proteinas de fusidén ejemplificadas

mostraron afinidad de unién reducida a hIR-A y hIR-B (Tabla 1).
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Tabla 1:

Afinidad de Unién al Receptor, Ki, nM (SEM, n)
Muestra hIR-A hIR-B
Ejemplo 1 24.9 (4.3, n=10) 26.2 (4.3, n=10)
Ejemplo 2 1.61 (0.06, n=3) 4.60 (0.86, n=3)
Ejemplo 3 10.1 (1.5, n=4) 14.5 (2.3, n=4)
Ejemplo 5 35.6 (10.4, n=4) 24.6 (3.4, n=4)
Ejemplo 9 3.74 (1.20, n=2) 4.71 (1.78, n=2)
Insulina humana 0.166 (0.008, n=10) 0.202 (0.007, n=10)

Los valores de Ki son medias geométricas. SEM es el

error estadndar de la media. n es el numero de observaciones.

Estudios In Vivo

Estudios en el Modelo de Diabetes en Ratas Tratadas
con Estreptozotocina (STZ)

Los efectos de las Proteinas de Fusidén se
investigaron en el modelo de diabetes en ratas tratadas con
STZ. Ratas Sprague-Dawley machos, 400-425 gramos de peso
corporal, se anestesiaron con isoflurano y se les administrd
una inyeccidén tUnica de Zanosar® (STZ articulo #89256, Teva
Parenteral Medicines, 40 mg/kg IV). Las ratas se usaron en los
estudios 3 dias después de la inyeccidén de Zanosar®; sdélo los
animales con glucosa en sangre no en ayunas entre 400-550 mg/dL

se usaron en estos estudios.
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Las ratas se distribuyeron en grupos para
proporcionar varianza comparable en glucosa en sangre y peso
corporal y luego se aleatorizaron. La glucosa en sangre se
mididé usando el glucdmetro Accucheck Aviva (Roche). Las ratas
tratadas con STZ se administraron con una inyeccidn subcuténea
(SC) Unica de dosis de 30 nmol/kg.

Las muestras de sangre para las mediciones de flucosa
se recolectaron por sangrado de la cola. Los animales tuvieron
libre acceso al alimento y agua durante todo el experimento.
Los datos de glucosa en sangre se proporcionaron en la Figura
1. Los datos mostrados en la Figura 1 son la media * SEM (n =
6 para los Ejemplos 1 y 8; n = 3 para los ejemplos restantes).
Se recolectaron los datos de glucosa en sangre para puntos de
tiempo durante el periodo de alimentacidén inicial (entre 0 vy
24 horas), pero no se incluyeron en la Figura 1 para facilidad
de la representacién visual. Como se muestra en la Figura 1,
cada uno de los Ejemplos 1-10 proporciona una disminucidén de
la glucosa durante un periodo de tiempo prolongado.

Las propiedades farmacocinéticas de los Ejemplos 1,
3-6 vy 9-10 también se caracterizaron después de la dosificaciédn
subcutédnea (SC) en ratas tratadas con STZ como se describid
anteriormente. Los datos se generaron usando un ensayo ELISA
de receptor de insulina que requiere la presencia de insulina
que sea capaz de unirse al receptor de insulina. El1 ELISA de

receptor de insulina utilizdé el receptor de insulina humana
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(R&D Systems #1544-IR/CF aa28-944) como captura. El receptor
de insulina humana se unidé a una placa Immunlon 4 HBX por
anticuerpo HisTag anti-6x de ratdén (Novagen 70796). La curva
de estandar de proteina de fusidén y las muestras se diluyeron
en 100% de plasma de EDTA K3 de rata y se detectaron por
peroxidasa de rédbano picante de Fc de IgG anti-humana de ratdn
(SouthernBiotech 9040-05). Las concentraciones de los Ejemplos
3-6 vy 9-10 en un punto de tiempo de 36 horas estédn todas entre
22.1 £ 9.8 mg/mL y 1498 + 690 mg/mL. La Tabla 3 muestra las
concentraciones del Ejemplo 1 con el tiempo, y la Tabla 4
muestra los pardmetros farmacocinéticos después del analisis
no compartimental de los datos del Ejemplo 1. Los datos apoyan
una duracién extendida de la biodisponibilidad de las proteinas

de fusidén de la presente invenciédn.

Tabla 3
Tiempo
Concentracién (mg/ml)

(horas)
1 335 + 104
6 3559 £ 447
12 5991 £ 1578
24 10614 + 1334
48 12629 £ 1811
96 8766 £ 2028
168 5017 £ 253
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240 3682 = 509

336 2.014 + 134

Los datos representan la media y desviacidédn estandar

de n = 3.
Tabla 4
Parametro PK Resultado
AUCo-~ (png*h/mL) 1066 * 363
Crax (pg/mL) 6.81 + 1.62
Tmax (hr) 40 + 14
CL o CL/F
2.15 + 0.91
(mL/hr/kg)
ti/2 (hr) 82 £ 12
SF 147
Los datos representan la media y desviacidén estédndar de n = 3.

Abreviaturas: AUCp-- — &rea bajo la curva desde 0 a infinito,
Cmax - concentracidédn maxima, Thax — tTiempo a la méaxima
concentracién, CL - depuracidén, F - biodisponibilidad, tl1/2 -

vida media.

Estudio de Fijacién Euglucémica en Ratas Normales
Un estudio de fijacidén euglucémica en ratas Sprague-
Dawley machos se realizd para entender en general la actividad

in vivo del Ejemplo 1 sobre la utilizacidén de la glucosa y
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determinar la actividad del Ejemplo 1 en el higado vs tejidos
periféricos. Un Dbolo/infusidén continua de 3-3H-glucosa se
inicié en ratas en ayunas durante la noche crénicamente
cateterizadas para determinar la produccidén enddbgena de glucosa

(EGP) bajo condiciones basales. Un bolo/infusidén intravenosa

continua del articulo de prueba - 7 nmol/kg [bolo] vy 1
nmol/kg/hr [velocidad continua] - o comparador de insulina
lispro - [no bolo] y 0.75 mU/kg/min [velocidad continual -

luego se administrdé y una infusidén intravenosa variable de 20%
de glucosa se inicid y se ajustd periddicamente para mantener
la concentracién de glucosa en sangre a 100-110 mg/dL. Las
velocidades del Dbolo/infusidén se seleccionaron para lograr
velocidades de infusidén de glucosa comparables (GIR) vy
supresidédn comparable de EGP bajo condiciones de fijacién
euglucémica en cada grupo. La somatostatina se administrd para
inhibir la secrecidén de insulina enddgena. Las muestras de
sangre arterial se obtuvieron durante el experimento para
monitorear los hematocritos, insulina en plasma, y &cidos
grasos libres, péptido C, y EGP basal y de fijacidén. Al final
del experimento, la 2-[1-1%C]-desoxiglucosa se administrdé para
medir la absorcidén de glucosa en tejido bajo concentraciones
de glucosa en estado estable. Bajo estas condiciones
coincidentes, la actividad periférica del articulo de prueba y
comparadores se analizdé como la absorcién de glucosa en el

misculo séleo y supresidédn de &cidos grasos libres en plasma
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(FFA) . Todos los datos se analizaron usando un Analisis de
Varianza de una via con prueba post-hoc de Dunnett usando el
grupo de insulina lispro como el comparador de control.

Las dosis de bolo e infusidén del Ejemplo 1 resultd
en una concentracidén en plasma estable de 274 + 57 nM durante
el transcurso del experimento de fijacidén. Como se muestra en
la Tabla 5, ambos grupos de animales lograron GIR comparable
durante la fase de fijacidén del experimento. La glucosa en
sangre promedio en el grupo del Ejemplo 1 es ligeramente mayor
que el grupo de insulina lispro. Ambos grupos tuvieron
velocidades de EGP basales y de fijacidédn similares (Tabla 5).
Ademés, el porcentaje de cambio de EGP basal en el grupo del
Ejemplo 1 es comparable con el grupo de control de insulina
lispro (Tabla 5). Para evaluar la actividad periférica bajo
condiciones equivalentemente en fijacidén, la supresidén de FFA
en plasma y absorcién de glucosa en musculo se midieron.
Mientras que la insulina lispro resultd en una reduccién de los
niveles de FFA en plasma durante el curso del experimento de
fijacién, el Ejemplo 1 no lo hizo. (Tabla 5). Ademas, la
infusién del Ejemplo 1 resultd en una disminucidn de 33% en la
absorcién en el masculo sbéleo en comparacidédn con la insulina
lispro. (Tabla 5). Colectivamente, estos datos indicaron que
el Ejemplo 1 exhibe actividad ©periférica reducida en

comparacién con la insulina lispro.
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Tabla 5:
Insulina lispro Ejemplo 1

Glucosa en sangre (mg/dL) 106.3 + 2.2 111.8 £ 1.2%*
GIR (mg/kg/min) 4.71 £ 0.46 4.72 £ 0.13
Velocidad de EGP (mg/kg/min) Basal 5.062 £ 0.141 5.004 £ 0.093

Fijacién | 3.607 + 0.241 3.509 £ 0.160
% de cambio de EGP basal -29.3 £ 3.5 -30.1 £ 2.5
% de Supresién de FFA en plasma de basal -14.5 + 4.1 9.9 £ 2.4~
Rg (pmol/100 mg/min) 11.34 £ 1.73 7.66 £ 1.38

Los valores se muestran como media * SEM de 13
animales para insulina lispro y 17 animales para el Ejemplo 1.
Rg = indice metabdlico de la glucosa. El andlisis estadistico
se completd por ANOVA de una via seguido de la prueba post-hoc
de Dunnett. * = Significativamente diferente de la insulina

lispro (p < 0.05).

Eficacia In vivo en Monos Cynomolgus

Los pardmetros farmacocinéticos (PK) del Ejemplo 1 se
evaluaron después de una dosis intravenosa Unica de 1.5 nmol/kg
y una dosis subcutdnea Unica de 3 nmol/kg en monos cynomolgus.
Las muestras de plasma para el andlisis PK se recolectaron de
tres animales por grupo/ruta, durante el transcurso de 3
semanas. Se utilizaron dos ensayos para el analisis PK: ELISA
de receptor de insulina y ELISA de Fc de IgG total. El1 ELISA
de receptor de insulina utilizd el receptor de insulina humana

(R&D Systems 1544-IR/CF) como captura. El receptor de insulina
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humana se unidé a una placa Immunlon 4 HBX por anticuerpo anti-
HisTag de ratdén (Novagen 70796). La curva de estadndar del
Ejemplo 1 y las muestras se diluyeron en 100% de plasma de mono
cynomolgus (el anticoagulante fue K3 EDTA) y se detectd por
peroxidasa de rédbano picante de Fc de IgG anti-humana de ratdn
(SouthernBiotech 9040-05). El ELISA de IgG total utilizd 1la
IgG2, anti-humana (Abcam abl933) como el reactivo de captura. El
Ejemplo 1 se diluyd en 100% de plasma de mono cynomolgus y el
anticuerpo de deteccidén fue el mismo como en el ELISA de
receptor de insulina. Los resultados de ambos ensayos se
muestran en la Tabla 6, y los paradametros PK asociados se
muestran en la Tabla 7. El1 Ejemplo 1 mostrd biodisponibilidad
completa en monos, y el ensayo de insulina activa y el ensayo

de Fc total produjo resultados similares.

Tabla 6. PK del Ejemplo 1 en Monos Cynomolgus Normales.

Concentracién * SD (ng/ml)
Tiempo [MELISA de Receptor de Insulina ELISA de Fc Total
(horas) v sc v sC
1.5 nmol/kg 3.0 nmol/kg 1.5 nmol/kg | 3.0 nmol/kg
0.083 1213 + 212 NA 2190 + 1369 NA
1 1172 + 182 <43.75 £ NC 1708 + 1219 | <43.75 £ NC
3 863 + 114 87 £ 25 798 + NC 92 + 22
6 726 + 119 272 £ 31 688 + 96 209 £ 116
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12 576 t 88 579 £ 78 457 + 178 409 + 145
24 422 t 67 788 + 69 332 £ 95 685 + 359
48 299 + 39 805 £ 55 260 £ 19 802 t 64
72 219 + 42 651 + 83 199 + 34 770 £ 83
96 173 = 26 544 + 89 159 + 25 703 = 390
120 146 + 28 452 + 55 152 + 27 574 £ 160
168 83 £ 13 289 + 54 126 £ NC 395 £ 70
216 48 + NC 183 + 44 99 £ NC 208 £ 123
240 <43.75 + NC 145 + 25 80 + NC 242 + NC
336 <43.75 £ NC 63 £ NC 47 + NC NC
504 <43.75 £ NC <43.75 £ NC <43.75 £ NC | <43.75 £ NC
Los datos representan la media y desviacién esténdar de n = 3.

Abreviaturas: IV = intravenosa; SD = desviacidédn esténdar; NC =

no calculado

Tabla 7. Parametros PK derivados de Andlisis No Compartimental

de Datos en la Tabla 6.

ELISA de Receptor de Insulina ELISA de Fc Total
Iv sC Iv SC
Dosis (nmol/kg) 1.5 3.0 1.5 3.0
AUCo-ins (ng*hr/mL) 51.1 £ 6.4 127 £ 7 62.7 + 5.8 171 + 17
Cnax (ng/mL) 1.22 £+ 0.22 0.82 £ 0.06 2.24 £ 1.38 0.90 £ 0.21
Trmax (hr) 0 48 + 24 0 64 £ 28
CL o CL/F (mL/hr/kg) 1.99 + 0.24 1.59 £ 0.09 1.61 £ 0.15 1.19 £ 0.11
T1/2 (hr) 61 £ 9 70 £ 2 127 + 18 148 + 53
Vss (mL/kg) l64 + 31 NA 256 + 47 NA
SF NA 125 NA 136
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Los datos representan la media y desviacidén estédndar de n = 3.

Abreviaturas: AUCp-inr — adrea bajo la curva desde 0 a infinito,

Cnax — concentracidén méxima (para administracidédn IV la Cpax S€
extrapola en el tiempo 0), Tmax - tiempo a la méxima
concentracién, CL - depuracidén, F - biodisponibilidad, tl1/2 -

vida media, Vss — volumen en estado estable de distribucidn, NA

- no aplicable.

Estabilidad

Formulacién a 65 mg/mL No Conservada del Ejemplo 1

El Ejemplo 1 se formuld a 65 mg/ml en citrato 10 mM,
46.4 mg/mL de manitol, 0.02% de polisorbato 80, pH 6.5 y se
almacené a 30°C. Las muestras se analizaron para el porcentaje
de alto peso molecular por cromatografia de exclusidn por tamafio
(SEC) a 0, 2, y 4 semanas inyectando 1 upL de los 65 mg/mL de
muestra. La SEC analitica se realizd en un sistema Agilent 1100
equipado con una columna TSKgel SuperSW3000 (Tosoh Bioscience)
y fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, fase mévil de pH 7.0 que
fluye a 0.4 mL/min durante 15 minutos. Los picos se detectaron
a una absorbancia de 280 nm y los cromatogramas se analizaron
usando el software ChemStation. El porcentaje de alto peso
molecular en el tiempo cero es 1.13%, en el tiempo de dos
semanas es 1.68%, y en el tiempo de cuatro semanas es 1.74%.
Estos resultados apoyan la estabilidad del Ejemplo 1 a

concentracién de 65 mg/mL con crecimiento minimo de agregado
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soluble después de 4 semanas a 30°C.

Formulaciones a 1 mg/mL Conservadas y No Conservadas
de los Ejemplos 1 y 3

Los Ejemplos 1 y 3 se formularon a 1 mg/mL en citrato
10 mM, pH 6.5 en la presencia o ausencia de m-Cresol 30 mM y
se almacenaron a 30°C. Las muestras se analizaron para el
porcentaje de alto peso molecular por cromatografia de
exclusidén por tamafio (SEC) en tiempo cero y 2 semanas inyectando
10 uL de 1 mg/mL de muestra. La SEC analitica se realizd en un
sistema Agilent 1100 equipado con una columna TSKgel G3000SWXL
(Tosoh Bioscience) y PBS + NaCl 350 mM, fase mévil de pH 7.4
que fluye a 0.5 mL/min durante 35 minutos o 45 minutos para las
muestras en la ausencia o) presencia de m-cresol,
respectivamente. Los picos se detectaron a una absorbancia de
214 nm y los cromatogramas se analizaron usando el software
ChemStation. Para el Ejemplo 3, sin y con m-cresol, el
porcentaje de alto peso molecular en el tiempo cero fue 0.2% y

3.06%, respectivamente. El porcentaje de alto peso molecular a

o°

las 2 semanas sin y <con m-cresol fue 0.2 y 1.73%,
respectivamente. Estos resultados muestran un aumento inmediato
de agregado soluble después de la adicidén de m-cresol para el
Ejemplo 3 en el tiempo cero. Para el Ejemplo 1, en la ausencia

y presencia de m-cresol, el porcentaje de alto peso molecular

en el tiempo cero fue 0.16% y 0.15%, respectivamente. E1
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porcentaje de alto peso molecular a las 2 semanas en la ausencia
y presencia de m-cresol fue 0.18% y 0.31%, respectivamente.
Estos resultados demuestran la estabilidad, en la presencia de
conservador, del Ejemplo 1, que incluye la modificacién del
aminoadcido en la posicidédn 10 en el andlogo de la cadena A de
insulina (variable X; en la SEC ID NO: 2, Z3 en la primera
proteina de fusidn descrita anteriormente) a un residuo T, con
relacidén al Ejemplo 3, que incluye el residuo I nativo en esa
posicidén, pero que de otro modo comprende la misma secuencia de

aminoacidos del agonista del receptor de insulina como en el Ejemplo 1.

Secuencias

SEC ID NO: 1 - Anadlogo de la cadena B de insulina

X1X2X3QHLCGSHLVEALX4LVCGERGEX5YX6X7X8X9

en donde X1 es F, Q o A; X es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
E; Xa es E, Y, Q, o0 H; Xs es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estéd ausente; Xs es G, E,
K, P, Q, D, H o estd ausente; Xoes G, T, S, E, K, A o estéa
ausente, siempre que el andlogo de la cadena B de insulina
incluya al menos una modificacién de la secuencia de aminoédcidos
de la cadena B de una molécula de insulina humana en X4, X5, Xs,

X7, X8, @) X9

SEC ID NO: 2 — Anadlogo de la cadena A de insulina

GIVEQCCTSX1CSLX2QLENYCX3X4
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X1 es T o I; X2 es D, Y, Q o E; X3 es G, N, S o A; y X4 es
cualgquier aminocacido de origen natural, o estd ausente, siempre
que si X3 es N, entonces X; debe ser un aminodcido diferente de

G o N

SEC ID NO: 3 - Primer enlazante de péptido

X1GX2GGGG, en donde X1 es G o estd ausente; y X2 es G, S o esté

ausente

SEC ID NO: 4 — Agonista del receptor de insulina

X1 XoX3QHLCGSHLVEALX4 LVCGERGEX5YX6X7X8X9X10GX11GGGGGIVEQCCTSX12CSLX1
3QLENYCX14X15

en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
E; Xa es E, Y, Q, o0 H; Xs es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estd ausente; Xs es G, E,
K, P, Q, D, H o estd ausente; Xoes G, T, S, E, K, A o estéa
ausente; Xio es G o estd ausente; Xi1es G, S o estd ausente; X
es T o I; Xi13 es D, Y, QO o E; Xi4 es G, N, S o A; y Xi5 es
cualquier aminodcido de origen natural, o estd ausente, siempre
que al menos uno de X4, X5, Xs, X7, Xg, 0 X9 deba ser un aminoacido
diferente que el encontrado, respectivamente, en la posicidn
Bis, B2s, B27, B2g, Bog o0 B3p de la cadena B de una molécula de
insulina humana, y ademds siempre que si Xiz es N, entonces Xis

debe ser un aminodcido diferente de G o N
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SEC ID NO: 5 — Agonista del receptor de insulina

FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCG

SEC ID NO: 6 — Seqgundo enlazante de péptido

GGGGX1GGGGX2GGGGX3GGGEGEX 41X 55X,
en donde X1 es Q o E; X2 es Q o0 E; X3 es Q o E; X4 es G, E, Q o

estd ausente; Xs es G o estd ausente; y X es G o estd ausente

SEC ID NO: 7 - Seqgundo enlazante de péptido

GGGGOGGGGOGGEGEEOGEEEE

SEC ID NO: 8 — Regidén Fc de IgG humana

CPPCPAPELLGGPSVX1LX,PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSHEDPEVKENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYXsSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGXe

en donde X1 es F, Q o E; X2 es F, Q o E; X3 es V o T; X4 es V ©
T; Xs es N, Do Q; vy

X¢ es K o estd ausente

SEC ID NO: 9 — Regién Fc de IgG humana

PCPPCPAPEAAGGPSVX1LX,PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSQEDPEVQENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFXsSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQOPR
EPOQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEF

LYSXsLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLGX7
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en donde X; es F, Q o E; X2 F, Q 0o E; X3 es Vo T; Xs es V o T;

Xs es N, Do Q; X es R, o0 K; X7 es K o estéd ausente

SEC ID NO: 10 - Regidén Fc de IgG humana

ECPPCPAPPVAGPSVX1LX,PPKPKDTLMISRTPEVTCX3VX4DVSHEDPEVQENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFXsSTEFRVVSVLTVVHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPRE
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFEFFL
YSKLTVDKSRWQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGXe

en donde X; es F, Q o E; X2 es F, Q o E; X3 es Vo T; X4 es V 0O

T, Xs es N, Do Q; y Xs es K o estd ausente

SEC ID NO: 11 - Proteina de fusidn

X1X2X3QHLCGSHLVEALX34LVCGERGEX5YX6X7X3X9X10GX11GGGGGIVEQCCTSX12CSLX 1
3QLENYCX14X15GGGGX16GGGGX17GGGGX18GGGGX19X20X21X22CPPCPAPX23X24AGX25PS
VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSX26EDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
X27RVVSVLTVX s HODWLNGKEYKCKVSNKGLPX29X30 IEKTISKX31KGQPREPQVYTLPPS
X3 EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX33LDSDGSFEFLYSX34LT
VDKSRWQOX35GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSX36G

en donde X1 es F, Q o A; X2 es V o G; X3 es N, K, D, G, Q, A o
E; Xa es E, Y, Q, o0 H; Xs es H o F; Xges G, T, S, H, V o estéa
ausente; X7 es G, E, P, K, D, S, H o estd ausente; Xs es G, E,
K, P, Q, D, H o estd ausente; Xoes G, T, S, E, K, A o estéa
ausente, siempre que al menos uno de X4, X5, Xe, X7, Xg, 0 X9 sea
un aminocdcido diferente del que estd presente, respectivamente,

en la posicidén Bis, B2s, B27, B2s, B29 0 B3g de una cadena B de
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insulina humana; Xio es G o esta ausente; Xi1 es G, S o esta
ausente; Xi2 es T o I; X3 es D, Y, QO o E; X114 es G, N, S o A;
X15 es cualquier aminoacido de origen natural, o estd ausente,
siempre que si Xis es N, entonces Xis debe ser un aminoacido
diferente de G o N; Xis es Q o E; X17 es Q o E; Xis es Q o E; Xig
es G, E, QO o estd ausente; Xyp es G o estd ausente; Xz1 es G o
estd ausente; Xz2 es E o P; X3 es E 0 P; Xos es A o V; Xz5 es G
O estd ausente; Xos es Q o0 H; Xz7 es Y o F; Xz es L o V; Xog es
S 0 A; Xzop es S o P; Xz1 es A o T; X2 es Q o R; X33 es V o M; Xzs

es R o K; Xgs es E 0 Q; v X336 es L o P.

SEC ID NO: 12 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120
GGOGGGGQGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
190 200 210 220 230 240
LPAPTEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290

ENNYKTTPPMLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 13 - Cadena A de insulina humana

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
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SEC ID NO: 14 - Cadena B de insulina humana

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

SEC ID NO: 15 - Primer enlazante de péptido

GGSGGGG

SEC ID NO: 16 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFEFYTEETGGGGGGGIVEQCCTSICSLYQLENYCGGGG
70 80 90 100 110 120
GSGGGGSGGGGSESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
130 140 150 160 170 180
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
190 200 210 220 230 240
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQ
250 260 270 280 290

PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

SEC ID NO: 17 - Proteina de fusién

10 20 30 40 50 60

FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGG

70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGOGGPCPPCPAPEAAGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV

130 140 150 160 170 180
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DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
190 200 210 220 230 240
NKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
250 260 270 280 290 300
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

LG

SEC ID NO: 18 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDOLENYCGGGG
70 80 90 100 110 120
GEGGGGEGGGGEGGGGECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
130 140 150 160 170 180
DPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTEFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
190 200 210 220 230 240
APIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPEN
250 260 270 280 290

NYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 19 - Proteina de fusién

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120

GGOGGGGQGGGGOGGGGQGGPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
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130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
190 200 210 220 230 240
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
250 260 270 280 290 300
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

LG

SEC ID NO: 20 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50 60
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120
GGOGGGGQGGGGOGGGGQGGPCPPCPAPEAAGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
190 200 210 220 230 240
NKGLPSSTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
250 260 270 280 290 300
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

LG

SEC ID NO: 21 - Proteina de fusién

10 20 30 40 50 60

AGGQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGGG

70 80 90 100 110 120
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GOGGGGOGGGGOGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
130 140 150 160 170 180

DPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
190 200 210 220 230 240

APIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPEN
250 260 270 280 290

NYKTTPPMLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 22 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYTPKTGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKG
190 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290

ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 23 - Proteina de fusién

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFFYTEETGGGGGGGIVEQCCTSICSLYQLENYCGGGG
70 80 90 100 110 120

GSGGGGSGGGGSGGGGSECPPCPAPPVAGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH

60
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130 140 150 160 170 180
EDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGL
190 200 210 220 230 240
PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPE
250 260 270 280 290

NNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 24 - Proteina de fusidn

10 20 30 40 50 60
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCGGG
70 80 90 100 110 120
GGOGGGGOGGGGOGGGGGECPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKG
190 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290

ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEC ID NO: 25 - GLP-1

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG



