FORMULACIONES DE FGF-21

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS PRESENTADO
ELECTRONICAMENTE MEDIANTE EFS-WEB
[0001] EI contenido del listado de secuencias presentado electrénicamente (nombre:
3338 _133PCO01_SeqListing.txt; tamafo: 5.532 bytes; y fecha de creacién: 26 de junio
de 2019) gque se presenta con la solicitud se incorpora en la presente por referencia en
su totalidad.
ANTECEDENTES
Campo
[0002] La presente solicitud se refiere, entre otras cosas, a formulaciones que
comprenden un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado,
que se estabilizan usando quelantes (por ejemplo, DTPA), tensioactivos (por ejemplo,
PS80), y que tienen rangos de pH especificos (por ejemplo, alrededor de 7,1), para la
administracion a través de diversas vias, que incluyen, por ejemplo, administracion
subcutanea.
Antecedentes
[0003] Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) son polipéptidos ampliamente
expresados en tejidos en desarrollo y adultos (Baird et al., Cancer Cells, 3:239-243,
1991) que cumplen funciones esenciales en multiples funciones fisiolégicas (McKeehan
et al., Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 59:135-176, 1998; Burgess, W. H. et al., Annu.
Rev. Biochem. 58:575-606 (1989). De acuerdo con la literatura, la familia FGF consiste
en al menos 22 miembros (Reuss et al., Cell Tissue Res. 313:139-157 (2003)).
[0004] FGF-21 puede usarse para el tratamiento de enfermedades y afecciones
asociadas a fibrosis. La fibrosis es la formacién de un exceso de tejido conectivo fibroso
en un érgano o tejido. El exceso en el depésito de tejido fibroso se asocia a condiciones
patologicas que pueden producir una disfuncion orgénica o tisular. Los 6rganos
afectados pueden incluir pulmones (fibrosis pulmonar o de pulmén), higado (fibrosis
hepética o de higado), rifién (fibrosis renal o de rifion) y corazon (fibrosis cardiaca). La
fibrosis también puede afectar otros tejidos y 6rganos que incluyen articulaciones, piel,
intestino, médula ésea, entre otros. Algunos ejemplos de afecciones o enfermedades
fibréticas incluyen, entre otras, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), que afecta al
higado; enfermedad renal diabética o nefropatia diabética, que afecta al rifion; e
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caracteriza por la acumulacién de grasa, inflamacién y dafio en el higado en personas
que consumen poco 0 nada de alcohol, y la enfermedad puede producir cirrosis
hepética. Es comun que se diagnostique NASH en personas de mediana edad obesas
0 con sobrepeso que suelen tener niveles altos de algunos lipidos en sangre y diabetes
o prediabetes.
[0005] Se inform6 que FGF-21 tiende a experimentar proteindlisis in vivo, formar
agregados in vitro y experimentar desamidaciéon (Gimeno y Moller, Trends Endocrinol
Metab., junio de 2014; 25(6):303-11; patente estadounidense N.° 8.361.963; Hecht et
al., PLoS One. 2012; 7(11):e49345; publicacion de patente estadounidense N.°
2007/0293430; WO 2006/0065582), que limita potencialmente la vida util de
composiciones farmacéuticas que contienen FGF-21. Los agregados y las formas
desamidadas de los polipéptidos terapéuticos pueden aumentar potencialmente la
inmunogenicidad (ver U.S. Department of Health and Human Services, “Immunogenicity
Assessment for Therapeutic Protein Products”, agosto de 2014; Subramanyam (ed.),
“Therapeutic Protein Immunogenicity Focus Group Newsletter”, American Association of
Pharmaceutical Scientists, vol. 1, edicion 3 (diciembre de 2011)).
[0006] La presente divulgacion se refiere, por ejemplo, a la necesidad de formulaciones
farmacéuticas que aborden los problemas relacionados con la produccion de
formulaciones farmacéuticas que comprendan polipéptidos FGF-21, y, en particular,
polipéptidos FGF-21 modificados.

BREVE SINTESIS
[0007] La presente divulgacién proporciona formulaciones farmacéuticas que
comprenden un polipéptido de factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, y un gquelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico, tal como acido dietilentriaminpentacético (también denominado
acido pentético o DTPA), en donde la formulacién tiene una estabilidad mejorada en
comparacion con una formulacion de referencia que no contiene el quelante de cationes
de &cido aminopolicarboxilico. Estas formulaciones farmacéuticas presentan una o0 mas
mejoras con respecto a formulaciones alternativas conocidas en el estado de la técnica,
por ejemplo, menor velocidad de desamidacion, por ejemplo, cuando se almacena a 40
°C durante alrededor de un mes, y/o menor velocidad de agregacion de alto peso
molecular (HMW) cuando se almacena, por ejemplo, a 40 °C durante alrededor de un
mes.
[0008] La presencia de un quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico en la
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particular, la oxidacibn de metionina. Por ejemplo, la presencia de DTPA en la
formulacién puede mitigar o prevenir la oxidacion de una o mas metioninas de FGF-21
correspondientes al aminoacido 1 y/o aminoacido 169 de SEQ ID NO: 3 (o las
metioninas correspondientes en SEQ ID NO: 1y 2) a 25 °C y/o 40 °C.

[0009] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA esta presente en una
cantidad entre alrededor de 10 uM y alrededor de 100 uM de DTPA, entre alrededor de
20 UM y alrededor de 90 uM de DTPA, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 80 uM
de DTPA, entre alrededor de 25 uM y alrededor de 75 uM de DTPA, entre alrededor de
40 uM y alrededor de 60 uM de DTPA, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 70 uM
de DTPA o entre alrededor de 40 uM y alrededor de 70 uM de DTPA. En otros aspectos,
el quelante de cationes DTPA esté presente en una cantidad de alrededor de 400 1uM,
alrededor de 45 uM, alrededor de 50 pM, alrededor de 55 uM o alrededor de 60 uM de
DTPA.

[0010] En algunos aspectos de las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la
presente, el pH de la formulacién es mayor de 6,5, mayor de 6,6, mayor de 6,7, mayor
de 6,8, mayor de 6,9, mayor de 7,0, mayor de 7,1, mayor de 7,2, mayor de 7,3, mayor
de 7,4 o mayor de 7,5.

[0011] En algunos aspectos, el pH esta entre alrededor de 6,7 y alrededor de 7,5, entre
alrededor de 6,8 y alrededor de 7,5, entre alrededor de 6,9 y alrededor de 7,4, entre
alrededor de 7,0 y alrededor de 7,3, entre alrededor de 7,1y 7,2, entre alrededor de 7,1
y alrededor de 7,3, entre alrededor de 7,1 y alrededor de 7,4, o entre alrededor de 7,1y
alrededor de 7,5. En algunos aspectos, el pH es alrededor de 6,7, alrededor de 6,8,
alrededor de 6,9, alrededor de 7,0, alrededor de 7,1, alrededor de 7,2, alrededor de 7,3,
alrededor de 7,4 o alrededor de 7,5. En algunos aspectos, la formulacién farmacéutica
es mas estable que una formulacién de referencia con un pH de 6,5.

[0012] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la presente
también comprenden un tensioactivo, por ejemplo, un tensioactivo no iénico. En algunos
aspectos, el tensioactivo no iénico es un polisorbato, por ejemplo, monooleato de
polioxietileno (20) sorbitan (polisorbato 80). En algunos aspectos, el tensioactivo
polisorbato 80 esta presente en una cantidad de alrededor de 0,01 % a alrededor de 0,1
% (p/v), alrededor de 0,02 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor de 0,03 % a
alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor de 0,04 % a alrededor de 0,07 % (p/v) o alrededor
de 0,05 % a alrededor de 0,06 % (p/v).

[0013] En algunos aspectos, el tensioactivo polisorbato 80 esta presente en una
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menos alrededor de 0,03 % (p/v), al menos alrededor de 0,04 % (p/v), al menos
alrededor de 0,05 % (p/v), al menos alrededor de 0,06 % (p/v), al menos alrededor de
0,07 % (p/v), al menos alrededor de 0,08 % (p/v), al menos alrededor de 0,09 % (p/v) o
al menos alrededor de 0,1 % (p/v). En algunos aspectos, el tensioactivo mitiga la
formacion de particulas y/o burbujas de aire, por ejemplo, al agitarse en un agitador.
[0014] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la presente
también comprenden un agente amortiguador de aminoacido, por ejemplo, histidina. En
algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esta presente en una cantidad de
alrededor de 10 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor
de 90 mM de histidina, alrededor de 30 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor
de 40 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 10 mM a alrededor de 30
mM de histidina, alrededor de 15 mM a alrededor de 25 mM de histidina, alrededor de
17,5 a alrededor de 22,5 de histidina o alrededor de 40 mM a alrededor de 60 mM de
histidina. En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esta presente en
una cantidad de alrededor de 10 mM de histidina, alrededor de 15 mM de histidina,
alrededor de 20 mM de histidina, alrededor de 25 mM de histidina, alrededor de 30 mM
de histidina, alrededor de 35 mM de histidina, alrededor de 40 mM de histidina, alrededor
de 45 mM de histidina o alrededor de 50 mM de histidina.

[0015] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la presente
también comprenden un regulador osmotico, por ejemplo, un azucar. En algunos
aspectos, el azucar es sacarosa. En algunos aspectos, el regulador osmético sacarosa
esta presente en una cantidad de alrededor de 100 mM a alrededor de 1 M de sacarosa,
alrededor de 200 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM a
alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 700 mM de
sacarosa, o alrededor de 500 mM a alrededor de 600 mM de sacarosa. En algunos
aspectos, el regulador osmético sacarosa esta presente en una cantidad de alrededor
de 100 mM de sacarosa, alrededor de 200 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM de
sacarosa, alrededor de 400 mM de sacarosa, alrededor de 500 mM de sacarosa,
alrededor de 600 mM de sacarosa, alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 800
mM de sacarosa, alrededor de 900 mM de sacarosa o alrededor de 1 M de sacarosa.
[0016] En algunos aspectos de las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la
presente, el polipéptido FGF-21 comprende, consiste en, o consiste esencialmente en
un polipéptido FGF-21 modificado. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21
modificado comprende un polipéptido que tiene al menos alrededor de 80 %, al menos
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alrededor de 96 %, al menos alrededor de 97 %, al menos alrededor de 98 % o al menos
alrededor de 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3, en donde el polipéptido tiene actividad de FGF-21.
[0017] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado esta ligado a una porciéon
de extensién de semivida. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado esta
ligado a la porcién de extensién de semivida por medio de la cadena lateral de un
aminodcido codificado de manera no natural en la secuencia del polipéptido FGF-21. En
algunos aspectos, la porcién de extension de semivida comprende albumina, una regién
constante de inmunoglobulina o una porcidon de esta, un polipéptido de union a
inmunoglobulina, una inmunoglobulina G (IgG), un polipéptido de union a albumina
(ABP), una porcion de PASilacion, una porcién de HESilacion, XTEN, una regién Fc, y
cualquier combinacion de estos. En algunos aspectos, la porcion de extension de
semivida comprende un polimero hidrosoluble. En algunos aspectos, el polimero
hidrosoluble es un polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el PEG tiene un peso
molecular promedio entre alrededor de 10 kDa y alrededor de 40 kDa. En algunos
aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 30 kDa.

[0018] En algunos aspectos de las formulaciones divulgadas en la presente, el
aminoacido codificado de manera no natural es un derivado de fenilalanina. En algunos
aspectos, el derivado de fenilalanina es para-acetil-L-fenilalanina. En algunos aspectos,
la porcidén de extensién de semivida esté ligada al aminoacido codificado de manera no
natural por medio de un enlace oxima. En algunos aspectos, el aminoacido codificado
de manera no natural reemplaza al aminoacido glutamina 109 de SEQ ID NO: 3.
[0019] En algunos aspectos de las formulaciones divulgadas en la presente, el
polipéptido FGF-21 esta presente en una concentracién entre alrededor de 1 mg/mly
alrededor de 40 mg/ml. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta presente en
una concentracion de alrededor de 10 mg/ml o alrededor de 20 mg/ml. En algunos
aspectos, el polipéptido FGF-21 esta presente en una cantidad entre alrededor de 1 mg
y alrededor de 40 mg por dosis. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta
presente en una cantidad de alrededor de 1 mg por dosis, alrededor de 5 mg por dosis,
alrededor de 10 mg por dosis, alrededor de 20 mg por dosis, o alrededor de 40 mg por
dosis.

[0020] En algunos aspectos, la formulacion se formula para administracién subcutanea.
En algunos aspectos, la formulacién se formula para administracion subcutanea con una
jeringa de seguridad. En algunos aspectos, la formulaciébn se formula para
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acuosa. En algunos aspectos de las formulaciones divulgadas en la presente, el
polipéptido FGF-21 es PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2).

[0021] La presente divulgacion proporciona una formulacion farmacéutica que
comprende (i) un polipéptido FGF-21; (ii) histidina en una concentracién entre alrededor
de 10 mM vy alrededor de 50 mM; (iii) sacarosa en una concentracion entre alrededor de
100 mM y alrededor de 1 M; (iv) polisorbato 80 en una concentracién entre alrededor de
0,01 % y alrededor de 0,1 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion entre alrededor de
10 uM y alrededor de 100 pM; en donde el pH de la formulacion esta entre alrededor de
6,7 y alrededor de 7,5.

[0022] La presente divulgacion también proporciona una formulacién farmacéutica que
comprende (i) un polipéptido FGF-21; (ii) histidina en una concentracion de alrededor de
20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato 80
en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion
de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de 7,1. También se proporciona
una formulacion farmacéutica que comprende (i) un polipéptido FGF-21; (ii) histidina en
una concentracion de 20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iv)
polisorbato 80 en una concentracién de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion
de 50 pM; en donde el pH es 7,1.

[0023] La presente divulgacion también proporciona una formulacion farmacéutica que
comprende (i) un polipéptido FGF-21; (ii) histidina en una concentracion de alrededor de
20 mM; y (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; en donde el pH
es alrededor de 7,0. También se proporciona una formulaciéon farmacéutica que
comprende (i) un polipéptido FGF-21; (ii) histidina en una concentracién de 20 mM; y
(i) sacarosa en una concentracion de 600 mM; en donde el pH es 7,0.

[0024] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF-21 en una concentracion de alrededor de 10 mg/ml; (i) histidina en una
concentracién de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor
de 600 mM,; (iv) polisorbato 80 en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (V)
DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de
7,1.

[0025] También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF-21 en una concentracion de alrededor de 20 mg/ml; (ii) histidina en una
concentracion de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor
de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (V)
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7,1.
[0026] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF-21 en una concentracién de 10 mg/ml; (ii) histidina en una concentracién de 20
mM; (iii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una
concentraciéon de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracién de 50 uM; en donde el
pHes 7,1.
[0027] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF21 en una concentracién de 20 mg/ml; (ii) histidina en una concentracion de 20 mM,;
(i) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion
de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el pH es 7,1.
[0028] La presente divulgaciobn también proporciona métodos para mejorar la
estabilidad de una formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 que
comprenden mezclar un quelante de cationes de &cido aminopolicarboxilico, en donde
la formulacion tiene una estabilidad mejorada en comparacion con una formulacion de
referencia que no contiene el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico. En un
aspecto, la mejora en la estabilidad comprende (i) un aumento en la estabilidad fisica,
(i) un aumento en la estabilidad quimica, o (iii) una combinacion de estos. En un
aspecto, el aumento en la estabilidad fisica comprende (i) prevencion o disminucion de
agregaciéon de polipéptido, (ii) prevencién o disminucién de fragmentacién de
polipéptido, o (iii) una combinacion de estos. En algunos aspectos, el aumento en
estabilidad quimica comprende (i) prevencién o disminucién de desamidacion, (i)
prevencion o disminucion de oxidacion, o (iii) una combinacién de estos. En algunos
aspectos, la mejora en la estabilidad comprende uno o mas de:
€) una menor velocidad de desamidacion cuando se almacena a 40 °C
durante alrededor de un mes con respecto a la formulacién de referencia;
(b) una menor velocidad de agregacién de alto peso molecular (HMW)
cuando se almacena a 40 °C durante alrededor de un mes con respecto
a la formulacién de referencia; o
(© ambos (a) y (b).
[0029] En algunos aspectos de los métodos para mejorar la estabilidad de una
formulacion farmacéutica divulgada en la presente, el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico mitiga la oxidacion de una o mas metioninas correspondientes al
aminoacido 1 y/o aminoacido 169 de SEQ ID NO: 3 (o las metioninas correspondientes
en SEQ ID: 1 0 SEQ ID NO: 2, u otros polipéptidos FGF-21 modificados) a 25 °C y/o 40
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DTPA. En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA esta presente en una
cantidad entre alrededor de 10 uM y alrededor de 100 uM de DTPA, entre alrededor de
20 uM y alrededor de 90 uM de DTPA, entre alrededor de 25 uM vy alrededor de 75 uM
de DTPA, entre alrededor de 40 uM y alrededor de 60 uM de DTPA, entre alrededor de
30 uM y alrededor de 70 uM de DTPA, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 80 uM
de DTPA, o entre alrededor de 40 uM y alrededor de 70 uM de DTPA. En algunos
aspectos, el quelante de cationes DTPA esta presente en una cantidad de alrededor de
40 pM, alrededor de 45 pM, alrededor de 50 pM, alrededor de 55 uM, o alrededor de 60
UM de DTPA.

[0030] En algunos aspectos, los métodos para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica divulgada en la presente también comprenden ajustar el pH de la
formulacién por encima de 6,5, por encima de 6,6, por encima de 6,7, por encima de
6,8, por encima de 6,9 o por encima de 7,0. En algunos aspectos, el pH se ajusta a un
valor de pH entre alrededor de 6,8 y alrededor de 7,5, o alrededor de 6,9 y alrededor de
7,4, o alrededor de 7,0 y alrededor de 7,3, o alrededor de 7,1y 7,2, o alrededor de 7,1
y alrededor de 7,3, o alrededor de 7,1 y alrededor de 7,4, o alrededor de 7,1 y alrededor
de 7,5. En algunos aspectos, el pH ajustado es alrededor de 6,8, alrededor de 6,9,
alrededor de 7,0, alrededor de 7,1, alrededor de 7,2, alrededor de 7,3, alrededor de 7,4,
o alrededor de 7,5. En algunos aspectos, la formulacién con pH ajustado es mas estable
que una formulacion de referencia (es decir, una formulacién con los mismos
componentes en las mismas concentraciones pero con un pH diferente) que tiene un pH
de 6,5.

[0031] En algunos aspectos, los métodos para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica divulgada en la presente también comprenden mezclar un tensioactivo. En
algunos aspectos, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico, por ejemplo, un
polisorbato. En algunos aspectos, el polisorbato es polisorbato 80. En algunos aspectos,
el tensioactivo polisorbato 80 se mezcla en una cantidad de alrededor de 0,01 % a
alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor de 0,02 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor de
0,03 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor de 0,04 % a alrededor de 0,07 % (p/v) o
alrededor de 0,05 % a alrededor de 0,06 % (p/v). En algunos aspectos, el tensioactivo
polisorbato 80 se mezcla en una cantidad de al menos alrededor de 0,01 % (p/v), al
menos alrededor de 0,02 % (p/v), al menos alrededor de 0,03 % (p/v), al menos
alrededor de 0,04 % (p/v), al menos alrededor de 0,05 % (p/v), al menos alrededor de
0,06 % (p/v), al menos alrededor de 0,07 % (p/v), al menos alrededor de 0,08 % (p/v),
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aspectos, el tensioactivo mitiga la formacién de particulas y/o burbujas de aire cuando
la formulacion se agita, por ejemplo, en un agitador.

[0032] En algunos aspectos, los métodos para mejorar la estabilidad de una formulaciéon
farmacéutica divulgada en la presente también comprenden mezclar un agente
amortiguador de aminoacido, por ejemplo, histidina. En algunos aspectos, el agente
amortiguador de histidina se mezcla en una cantidad de alrededor de 10 mM a alrededor
de 100 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 90 mM de histidina,
alrededor de 30 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 40 mM a alrededor
de 70 mM de histidina, alrededor de 10 mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor
de 15 mM a alrededor de 25 mM de histidina, alrededor de 17,5 mM a alrededor de 22,5
mM de histidina o alrededor de 40 mM a alrededor de 60 mM de histidina. En algunos
aspectos, el agente amortiguador de histidina se mezcla en una cantidad de alrededor
de 10 mM de histidina, alrededor de 15 mM de histidina, alrededor de 20 mM de histidina,
alrededor de 25 mM de histidina, alrededor de 30 mM de histidina, alrededor de 35 mM
de histidina, alrededor de 40 mM de histidina, alrededor de 45 mM de histidina o
alrededor de 50 mM de histidina.

[0033] En algunos aspectos, los métodos para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica divulgada en la presente también comprenden mezclar un regulador
osmético, por ejemplo, un azucar. En algunos aspectos, el azlcar es sacarosa. En
algunos aspectos, el regulador osmoético sacarosa se mezcla en una cantidad de
alrededor de 100 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 200 mM a alrededor
de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de 800 mM de sacarosa,
alrededor de 400 mM a alrededor de 700 mM de sacarosa o alrededor de 500 mM a
alrededor de 600 mM de sacarosa. En algunos aspectos, el regulador osmético
sacarosa se mezcla en una cantidad de alrededor de 100 mM de sacarosa, alrededor
de 200 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM de
sacarosa, alrededor de 500 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM de sacarosa,
alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 900
mM de sacarosa o alrededor de 1 M de sacarosa.

[0034] En algunos aspectos de los métodos para mejorar la estabilidad de una
formulacion farmacéutica divulgada en la presente, el polipéptido FGF-21 es un
polipéptido FGF-21 modificado. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado
comprende una secuencia de polipéptido FGF-21 que tiene al menos alrededor de 80
%, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95

%, al menos alrededor de 96 %, al menos alrededor de 97 %, al menos alrededor de 98
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% o al menos alrededor de 99 % de identidad de secuencia de aminoéacidos con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en donde el polipéptido tiene actividad de
FGF-21. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado esta ligado a una
porcién de extension de semivida. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21
modificado esta ligado a la porcién de extension de semivida por medio de la cadena
lateral de un aminodcido codificado de manera no natural en la secuencia del polipéptido
FGF-21.

[0035] En algunos aspectos, la porcion de extensién de semivida comprende, por
ejemplo, albumina, una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de esta, un
polipéptido de unién a albumina, una IgG, ABP, una porcion de PASilacién, una porcion
de HESilacion, XTEN, una regién Fc, y cualquier combinacion de estos. En algunos
aspectos, la porcion de extension de semivida comprende un polimero hidrosoluble. En
algunos aspectos, el polimero hidrosoluble es PEG. En algunos aspectos, el PEG tiene
un peso molecular promedio entre alrededor de 10 kDa y alrededor de 40 kDa. En
algunos aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de 30 kDa.
En algunos aspectos, el aminoécido codificado de manera no natural es un derivado de
fenilalanina. En algunos aspectos, el derivado de fenilalanina es para-acetil-L-
fenilalanina. En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida esta ligada al
aminodcido codificado de manera no natural por medio de un enlace oxima. En algunos
aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural reemplaza al aminoacido
glutamina 109 de SEQ ID NO: 3. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta
presente en una concentracion entre alrededor de 1 mg/ml y alrededor de 40 mg/ml. En
algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta presente en una concentracion de
alrededor de 10 mg/ml o alrededor de 20 mg/ml. En algunos aspectos, la formulacion es
una formulacién acuosa. En algunos aspectos de los métodos divulgados anteriormente,
el polipéptido FGF-21 es PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2).

[0036] La presente divulgacion también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, en donde el
método comprende mezclar (i) histidina en una concentracion entre alrededor de 10 mM
y alrededor de 50 mM; (ii) sacarosa en una concentracion entre alrededor de 100 mM y
alrededor de 1 M; (iii) polisorbato 80 en una concentracion entre alrededor de 0,01 %y
alrededor de 0,1 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracion entre alrededor de 10 uM y
alrededor de 100 puM; en donde el pH de la formulacion esta entre alrededor de 6,7 y
alrededor de 7,5. También se proporciona un método para mejorar la estabilidad de una

formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, en donde el método comprende
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mezclar (i) histidina en una concentracion de alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion de alrededor de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracién de
alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en
donde el pH es alrededor de 7,1. También se proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulaciéon que comprende un polipéptido FGF-21, en donde el
método comprende mezclar (i) histidina en una concentracién de 20 mM,; (ii) sacarosa
en una concentracién de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracion de 0,05 %
(p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el pH es 7,1.

[0037] La presente divulgacion también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, en donde el
método comprende mezclar (i) histidina en una concentracién de alrededor de 20 mM;
(i) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; en donde el pH es alrededor
de 7,0. La presente divulgacién también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, en donde el
método comprende mezclar (i) histidina en una concentracién de 20 mM; (ii) sacarosa
en una concentracion de 600 mM; en donde el pH es 7,0. También se proporciona un
método para mejorar la estabilidad de una formulacién que comprende PEG-FGF-21 en
una concentracion de alrededor de 10 mg/ml, en donde el método comprende mezclar
() histidina en una concentracion de alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion de alrededor de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracién de
alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en
donde el pH es alrededor de 7,1.

[0038] La presente divulgacion también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulacion que comprende PEG-FGF-21 en una concentracién de
alrededor de 20 mg/ml, en donde el método comprende mezclar (i) histidina en una
concentracién de alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una concentracién de alrededor
de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv)
DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de
7,1. También se proporciona un método para mejorar la estabilidad de una formulacion
gue comprende PEG-FGF-21 en una concentracion de alrededor de 10 mg/ml, en donde
el método comprende mezclar (i) histidina en una concentracion de 20 mM; (ii) sacarosa
en una concentraciéon de 600 mM,; (iii) polisorbato 80 en una concentracion de 0,05 %
(p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el pH es 7,1.

[0039] También se proporciona un método para mejorar la estabilidad de una

formulacion que comprende PEG-FGF-21 en una concentracion de alrededor de 20
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mg/ml, en donde el método comprende mezclar (i) histidina en una concentracion de 20
mM; (i) sacarosa en una concentracibn de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una
concentracion de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracién de 50 uM; en donde el
pHes 7,1.

[0040] La presente divulgacion también proporciona una formulacion farmacéutica
preparada de acuerdo con cualquiera de los métodos para mejorar la estabilidad de una
formulaciéon que comprende FGF-21 (por ejemplo, FGF-21 modificado, tal como PEG-
FGF-21) divulgada en la presente. También se proporciona un kit que comprende (i) una
formulacién farmacéutica que comprende FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado,
tal como PEG-FGF-21) divulgado en la presente, y (ii) instrucciones para su uso.
[0041] La presente divulgacion también proporciona métodos para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién asociada a fibrosis y/o diabetes en un sujeto que lo necesita que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacion farmacéutica
que comprende FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21)
divulgada en la presente. En algunos aspectos, la enfermedad o afeccion es diabetes.
En algunos aspectos, la diabetes es diabetes de tipo 2. En algunos aspectos, la
enfermedad o afeccion es esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). En algunos aspectos,
la administracién de una cantidad eficaz de la formulacion farmacéutica que comprende
FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) divulgada en la
presente al sujeto disminuye la rigidez hepatica, disminuye el porcentaje de grasa
corporal, disminuye el peso corporal, disminuye la relacion de peso del higado con
respecto a peso corporal, disminuye el contenido de lipidos en el higado, disminuye el
area de fibrosis hepatica, disminuye los niveles de glucosa en sangre en ayunas,
disminuye los niveles de triglicéridos en ayunas, disminuye los niveles de colesterol LDL,
disminuye los niveles de ApoB, disminuye los niveles de ApoC, aumenta el colesterol
HDL, o cualquier combinacion de estos. En algunos aspectos, se administran entre
alrededor de 1 mg y alrededor de 40 mg de polipéptido FGF-21 por dosis. En algunos
aspectos, se administran alrededor de 1 mg, alrededor de 5 mg, alrededor de 10 mg,
alrededor de 20 mg o alrededor de 40 mg de polipéptido FGF-21 por dosis. En algunos
aspectos, la formulacion farmacéutica se administra por via subcutanea. En algunos
aspectos, la formulacién farmacéutica se administra por via subcutdnea usando una
jeringa de seguridad. En algunos aspectos, la formulacién farmacéutica se administra
diaria 0 semanalmente.

[0042] En algunos aspectos, la administracién de la formulacion farmacéutica que
comprende FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21)
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divulgada en la presente de acuerdo con los métodos de tratamiento divulgados en la
presente al sujeto produce (i) reduccién en los niveles de grasa hepatica; (ii) reduccion
en los niveles de lesion hepatica; (iii) reduccion en los niveles de fibrosis; (iv) disminucién
en los niveles de biomarcador para fibrosis Pro-C3 en suero (propéptido de colageno
tipo Il de terminal N); (v) disminucién en los niveles de alanina aminotransferasa (ALT);
(vi) disminucién en los niveles de aspartato aminotransferasa (AST); (vii) aumento en
los niveles de adiponectina en suero; (viii) disminucién en los niveles de LDL en plasma,
aumento en los niveles de HDL en plasma; (ix) disminucién en los niveles de triglicérido
en plasma; (x) reduccion en el nivel de rigidez hepatica; o (xi) cualquier combinacién de
estos, en comparacion con los niveles en sujetos no tratados o con el sujeto antes de la
administracion de la formulacion farmacéutica.

[0043] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica se elabora por medio del
proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para alcanzar una concentracion
final de alrededor de 10 mg/ml; (i) histidina en una cantidad para alcanzar una
concentracion final de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar
una concentracion final de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una cantidad
para alcanzar una concentracion final de alrededor de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una
cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 50 uM; y ajustar el pH a
alrededor de 7,1.

[0044] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica se elabora por medio del
proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para alcanzar una concentracion
final de alrededor de 20 mg/ml; (ii) histidina en una cantidad para alcanzar una
concentracion final de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar
una concentracion final de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una cantidad
para alcanzar una concentracion final de alrededor de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una
cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 50 uM; y ajustar el pH a
alrededor de 7,1.

[0045] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica se elabora por medio del
proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para alcanzar una concentracion
final de 10 mg/ml; (ii) histidina en una cantidad para alcanzar una concentracion final de
20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar una concentracion final de 600 mM,;
(iv) polisorbato 80 en una cantidad para alcanzar una concentracion final de 0,05 %
(p/v); y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una concentracion final de 50 uM; y
ajustar el pH a alrededor de 7,1.

[0046] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica se elabora por medio del
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proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para alcanzar una concentracion
final de 20 mg/m; (i) histidina en una cantidad para alcanzar una concentracion final de
20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar una concentracioén final de 600 mM,;
(iv) polisorbato 80 en una cantidad para alcanzar una concentracion final de 0,05 %
(p/v); y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una concentracion final de 50 uM; y
ajustar el pH a alrededor de 7,1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0047] Las Figuras 1A y 1B muestran la desamidacién de PEG-FGF-21 como una
funcioén de la composiciéon de formulacién. La Figura 1A muestra desamidacién en una
formulacion sin acido pentético (DTPA) o polisorbato 80. La Figura 1B muestra
desamidacion en una formulacién que comprende &cido pentético (DTPA) y polisorbato
80.
[0048] Las Figuras 2A y 2B muestran oxidacion catalizada por metal de polipéptido
PEG-FGF-21 en metionina 1 (Figura 2A) y metionina 169 (Figura 2B) en presencia y
ausencia de 50 uM de DTPA (también denominado acido pentético).
[0049] Las Figuras 3A y 3B muestran el efecto del pH sobre la agregacion de PEG-
FGF-21. La Figura 3A muestra la agregacion como una funcion de tiempo, pH y sistema
de amortiguadores usados. La Figura 3B muestra agregacion a diferentes temperaturas
y puntos temporales (5 °C, 14 meses; 25 °C, 1 mes; 40 °C, 1 dia) y diferente pH.
[0050] Las Figuras 4A y 4B muestran la agregacion de PEG-FGF-21 como una funcién
de la composicién de formulacion. La Figura 4A muestra agregaciéon en una formulacién
sin acido pentético (DTPA) o polisorbato 80. La Figura 4B muestra agregacion en una
formulacién con &cido pentético (DTPA) y polisorbato 80.
[0051] La Figura 5 muestra que PEG-FGF-21 a una mayor concentracion sin PS80 se
volvio turbio luego de agitacién a 300 rpm en un agitador orbital durante 24 h (izquierda)
0 un agitador WristAction durante 6 h (derecha). La adicion de polisorbato 80 entre 0,01
% vy 0,1 % (p/v) redujo la turbidez de las muestras.

DESCRIPCION DETALLADA

[0052] La presente divulgacion proporciona una formulaciéon farmacéutica estabilizada
gue comprende un polipéptido factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2). Se
observo que la presencia de un quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico, tal
como DTPA, mitiga la oxidacién de uno o mas residuos de aminoacido en el polipéptido
FGF-21, por ejemplo, metioninas. La incorporacion de DTPA en la formulacion de FGF-

21 también disminuye la velocidad de desamidacién del polipéptido FGF-21 durante el
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almacenamiento, y también reduce la velocidad de agregacién de alto peso molecular
durante el almacenamiento. Una estabilizacion adicional puede lograrse al ajustar el pH
de la formulacion hasta 7,1. Ademas, la formulacidén puede estabilizarse adicionalmente
al agregar un tensioactivo, tal como polisorbato 80.

[0053] La divulgacion también proporciona métodos para elaborar la formulaciéon
divulgada, asi como formulaciones producidas mediante la aplicaciéon del método
divulgado. También se proporcionan métodos de tratamiento o profilaxis de
enfermedades asociadas a fibrosis, por ejemplo, NASH y diabetes, que comprenden la
administracion de las formulaciones estabilizadas divulgadas a un sujeto que lo

necesita.

Definiciones

[0054] A fin de comprender mejor la presente divulgacion, primero se definen algunos
términos. Como se usa en la presente solicitud, a menos que se indique lo contrario,
cada uno de los siguientes términos tendra el significado que se indica a continuacion.
A lo largo de la solicitud se establecen definiciones adicionales.

[0055] La divulgacion incluye aspectos en donde exactamente un miembro del grupo
estd presente, se usa o es de otro modo relevante en un producto o proceso
determinado. La divulgacion incluye aspectos en donde mas de uno o todos los
miembros del grupo estan presentes, se usan o0 son de otro modo relevantes en un
producto o proceso determinado.

[0056] Las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referencias al plural, a menos
que el contexto indique claramente lo contrario. Las expresiones "un" (o0 "una"), asi como
"uno 0 mas" y "al menos uno" se pueden usar de manera indistinta en la presente. En

6“7

algunos aspectos, las expresiones "un” o "una" significan “dnico". En otros aspectos, las
expresiones "un" o "una" incluyen "dos o mas" o "mudltiples”. Por lo tanto, por ejemplo,
cuando se mencionan "FGF-21" o "polipéptido FGF-21", se hace referencia a una o0 mas
de tales proteinas e incluyen equivalentes de estas conocidos por las personas del oficio
de nivel medio, etcétera.

[0057] Ademas, "y/0", en donde se usa en la presente, se debe entender como una
divulgacion especifica de cada una de las dos caracteristicas o componentes
especificados con o sin el otro. Por lo tanto, la expresién "y/0", como se usa en una frase
tal como "A y/o B" en la presente, incluye "A'y B", "A o B", "A" (solo) y "B" (solo). Del
mismo modo, la expresion "y/0", como se usa en una frase tal como "A, B y/o C" abarca

cada uno de los siguientes aspectos: A,ByC; A,BoC;A0C;A0B;BoC;AyC;Ay
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B; By C; A (solo); B (solo); y C (solo).

[0058] Como se usa en la presente, la expresion “alrededor de” se refiere a un valor o
composicién que se encuentra dentro de un margen de error aceptable para el valor o
composicién en particular segun lo determina una persona del oficio de nivel medio, que
dependera, en parte, de como se mide o se determina el valor o composicion, es decir,
de las limitaciones del sistema de medicién. Por ejemplo, “alrededor de” puede significar
dentro de 1 o mas de 1 de desviacion estandar, de acuerdo con la practica en el estado
de la técnica. De manera alternativa, “alrededor de” puede referirse a un rango de hasta
20 %. Ademas, en particular, con respecto a sistemas o procesos biolédgicos, los
términos pueden referirse a hasta un orden de magnitud o hasta 5 veces un valor.
Cuando se brindan valores o composiciones particulares en la solicitud y las
reivindicaciones, a menos que se indique lo contrario, se supone que el significado de
“alrededor de" se encuentra dentro de un margen de error aceptable para dicho valor o
composicion en particular. Cuando la expresion "alrededor de" se usa junto con un rango
numérico, modifica el rango extendiendo los limites por encima y por debajo de los
valores numéricos establecidos. Por ende, "alrededor de 10-20" significa "alrededor de
10 a alrededor de 20." En general, la expresion "alrededor de" puede madificar un valor
numérico por encima y por debajo del valor indicado con una varianza de, por ejemplo,
10 %, hacia arriba 0 hacia abajo (mayor 0 menor).

[0059] A menos gue se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
gue se usan en la presente tienen el mismo significado que le otorga habitualmente una
persona del oficio de nivel medio a quien se refiere esta invencion. Por ejemplo, el
Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 2.2 ed., 2002,
CRC Press; The Dictionary of Cell and Molecular Biology, 3.2 ed., 1999, Academic Press;
y el Oxford Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology, revisado, 2000, Oxford
University Press, proporcionan a una persona del oficio de nivel medio un diccionario
general de muchas de las expresiones usadas en la presente divulgacion.

[0060] Se entiende que, siempre que se describan aspectos en la presente con la
expresion "que comprende”, también se proporcionan aspectos de otro modo analogos
descritos en términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".

[0061] Las unidades, los prefijos y los simbolos se indican en la forma aceptada por el
Systéme International de Unites (SI). Los rangos numéricos incluyen los nameros que
definen el rango. A menos que se indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos
se escriben de izquierda a derecha orientadas de amino a carboxi. Los titulos que se

proporcionan en la presente no limitan los diversos aspectos de la divulgacion, que se
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pueden obtener por referencia a la memoria descriptiva en su totalidad. En
consecuencia, los términos que se definen a continuacién se definen en mayor detalle
por referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.

[0062] En la presente, se puede hacer referencia a los aminoacidos ya sea mediante su
simbolo de tres letras cominmente conocido o mediante los simbolos de una letra,
segun recomienda la Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB. A menos que
se indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a
derecha orientadas de amino a carboxi.

[0063] Agregacion: El término “agregacion” se refiere a la tendencia de un polipéptido,
por ejemplo, un polipéptido FGF-21 divulgado en la presente de formar complejos
ligados de manera no covalente a otras moléculas (tales como otras moléculas del
mismo polipéptido) y asi formar complejos de alto peso molecular. Los ejemplos de
métodos para medir la formacion de agregados incluyen la cromatografia de exclusion
por tamafio analitica descrita en los Ejemplos de la presente. Las cantidades relativas
de agregacion se pueden determinar con respecto a un compuesto de referencia, por
ejemplo, para identificar un polipéptido que tiene menor agregacion. Las cantidades
relativas de agregacion también se pueden determinar con respecto a una formulacion
de referencia, por ejemplo, para identificar una formulacion en donde un polipéptido
FGF-21 tiene agregacion reducida.

[0064] Sustitucion de aminodacido: La expresion “sustitucién de aminoacido” se refiere
al reemplazo de un residuo de aminoacido presente en una secuencia de origen o de
referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre) por otro residuo de aminoacido.
Un aminoacido puede sustituirse en una secuencia de origen o de referencia (por
ejemplo, una secuencia de polipéptidos de tipo silvestre), por ejemplo, por medio de
sintesis de péptidos quimica o por medio de métodos recombinantes conocidos en el
estado de la técnica. En consecuencia, una referencia a una “sustitucion en la posicién
X" se refiere a la sustitucién de un aminodacido presente en la posicion X con un residuo
de aminoacido alternativo. En algunos aspectos, los patrones de sustitucion pueden
describirse de acuerdo con el esquema AnY, en donde A es el codigo de una sola letra
correspondiente al aminoacido presente natural u originalmente en la posiciébn n, e Y es
el residuo de aminoacido sustituyente. En otros aspectos, los patrones de sustitucion
pueden describirse de acuerdo con el esquema An(YZ), en donde A es el cédigo de una
sola letra correspondiente al residuo de aminoacido que sustituye al aminoacido
presente natural u originalmente en la posicion n, e Y y Z son residuos de aminoacido

sustituyentes alternativos que pueden reemplazar a A.
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[0065] En el contexto de la presente divulgacién, las sustituciones (incluso cuando se
mencionan como sustitucion de aminoacidos) se llevan a cabo en el nivel del acido
nucleico, es decir, la sustitucion de un residuo de aminoacido con un residuo de
aminodcido alternativo se lleva a cabo al sustituir el codén que codifica el primer
aminodcido con un coddén que codifica el segundo aminoéacido.

[0066] Aproximadamente: Como se usa en la presente, el término “aproximadamente”,
aplicado a uno 0 mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor
de referencia indicado. En algunos aspectos, el término “aproximadamente” se refiere a
un rango de valores que se encuentran dentro de 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %,
3 %, 2 %, 1 % o menos, en cualquier direccion (mayor o menor) del valor de referencia
indicado a menos que se indique lo contrario o que sea evidente en el contexto (excepto
que dicho numero exceda 100 % de un valor posible).

[0067] Asociado a: Como se usa en la presente con respecto a una enfermedad, la
expresion “asociado a” se refiere a que el sintoma, medicién, caracteristica o estado en
cuestion estd ligado al diagndstico, desarrollo, presencia o progresion de dicha
enfermedad. Una asociacion puede estar causalmente ligada, pero no necesariamente,
a la enfermedad.

[0068] Biologicamente activo: La expresion “biologicamente activa” como se aplica a
una molécula divulgada en la presente, por ejemplo, un polipéptido FGF-21, significa
cualquier sustancia que puede afectar cualquier propiedad fisica o bioquimica de un
sistema biolégico, via, molécula o interaccién con respecto a un ser vivo. En particular,
como se usa en la presente, las moléculas biolégicamente activas incluyen, entre otras,
cualquier sustancia utilizada para diagnosticar, curar, mitigar, tratar o prevenir
enfermedades o afecciones, por ejemplo, enfermedades o afecciones asociadas a
fibrosis, en seres humanos u otros animales, o para mejorar el bienestar fisico o mental
de seres humanos o animales.

[0069] Sustitucion conservadora de aminoacidos: Una “sustitucion conservadora de
amino&cidos” es una en la que el residuo de aminoécido es reemplazado por un residuo
de aminoécido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de
aminoacido que tienen cadenas laterales similares se definieron en el estado de la
técnica, lo que incluye cadenas laterales béasicas (por ejemplo, lisina, arginina o
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico o acido glutamico),
cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina o cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina,

leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina o tript6fano), cadenas laterales
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ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales
aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano o histidina). Por lo tanto, si un
aminodcido en un polipéptido se reemplaza por otro aminoacido de la misma familia de
cadenas laterales, la sustitucion de aminoacido se considera conservadora. En otro
aspecto, una serie de aminoacidos puede reemplazarse de manera conservadora con
una serie estructuralmente similar que difiera en orden y/o composicién de los miembros
de la familia de la cadena lateral.

[0070] Las sustituciones no conservadoras de aminoacido incluyen aquellas en que (i)
un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva (por ejemplo, Arg, His o Lys) se
sustituye por, o con, un residuo electronegativo (por ejemplo, Glu o Asp), (ii) un residuo
hidréfilo (por ejemplo, Ser o Thr) se sustituye por, o con, un residuo hidroéfobo (por
ejemplo, Ala, Leu, lle, Phe o Val), (iii) una cisteina o prolina se sustituye por, o con,
cualquier otro residuo, o (iv) un residuo que tiene una cadena lateral aromética o
hidr6foba voluminosa (por ejemplo, Val, His, lle o Trp) se sustituye por, o con, uno que
tiene una cadena lateral mas corta (por ejemplo, Ala o Ser) o no tiene una cadena lateral
(por ejemplo, Gly).

[0071] También pueden usarse otras sustituciones de aminoacido. Por ejemplo, para el
aminodcido alanina, una sustitucidon puede seleccionarse de cualquiera de D-alanina,
glicina, beta-alanina, L-cisteina y D-cisteina. Para lisina, un reemplazo puede ser
cualquiera de D-lisina, arginina, D-arginina, homo-arginina, metionina, D-metionina,
ornitina o D-ornitina. Por lo general, las sustituciones en regiones funcionalmente
importantes que se puede esperar que induzcan cambios en las propiedades de
polipéptidos aislados son aquellas en que (i) un residuo polar, por ejemplo, serina o
treonina, se sustituye por (o con) un residuo hidréfobo, por ejemplo, leucina, isoleucina,
fenilalanina o alanina; (ii) un residuo de cisteina se sustituye por (o con) cualquier otro
residuo; (iii) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisina,
arginina o histidina, se sustituye por (o con) un residuo que tiene una cadena lateral
electronegativa, por ejemplo, &cido glutdmico o &cido aspartico; o (iv) un residuo que
tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo, fenilalanina, se sustituye por (o con)
uno gue no tiene dicha cadena lateral, por ejemplo, glicina. La probabilidad de que una
de las sustituciones no conservadoras anteriores pueda alterar las propiedades
funcionales de la proteina también se correlaciona con la posicion de la sustitucion con
respecto a las regiones funcionalmente importantes de la proteina: por lo tanto, algunas
sustituciones no conservadoras pueden tener un efecto escaso o0 nulo sobre las

propiedades bioldgicas.
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[0072] Conservado: Como se usa en la presente, el término “conservado” se refiere a
residuos de aminoacidos de una secuencia de polipéptidos, respectivamente, que son
aquellos que se presentan inalterados en la misma posicion de dos 0 mas secuencias
que se comparan. Los amino4cidos que estan relativamente conservados son aquellos
que estan conservados entre mas secuencias relacionadas que los nucleétidos o
aminodcidos que aparecen en otra parte de las secuencias.

[0073] En algunos aspectos, se considera que dos 0 mas secuencias estan
“completamente conservadas” o son “idénticas” si son 100 % idénticas entre si. En
algunos aspectos, se considera que dos 0 mMAs secuencias estan “altamente
conservadas” si son al menos 70 % idénticas, al menos 80 % idénticas, al menos 90 %
idénticas o al menos 95 % idénticas entre si. En algunos aspectos, se considera que
dos o mas secuencias estan “altamente conservadas” si son alrededor de 70 %
idénticas, alrededor de 80 % idénticas, alrededor de 90 % idénticas, alrededor de 95 %,
alrededor de 98 % o alrededor de 99 % idénticas entre si. En algunos aspectos, se
considera que dos o0 mas secuencias estan “conservadas” si son al menos 30 %
idénticas, al menos 40 % idénticas, al menos 50 % idénticas, al menos 60 % idénticas,
al menos 70 % idénticas, al menos 80 % idénticas, al menos 90 % idénticas 0 al menos
95 % idénticas entre si. En algunos aspectos, se considera que dos 0 mas secuencias
estan “conservadas” si son alrededor de 30 % idénticas, alrededor de 40 % idénticas,
alrededor de 50 % idénticas, alrededor de 60 % idénticas, alrededor de 70 % idénticas,
alrededor de 80 % idénticas, alrededor de 90 % idénticas, alrededor de 95 % idénticas,
alrededor de 98 % idénticas o alrededor de 99 % idénticas entre si. La conservacion de
secuencia puede aplicar a la longitud total de un polinucleétido o polipéptido o puede
aplicar a una parte, regién o caracteristica de esta.

[0074] Desamidacién: El término “desamidacion” se refiere a la tendencia de los
residuos de aminoacidos dentro de un polipéptido para experimentar la reaccion de
desamidacion de manera espontadnea, y asi cambiar la estructura quimica del
aminoécido y afectar potencialmente la funcion del polipéptido. Los métodos de ejemplo
para medir la desamidacion se divulgan en los Ejemplos de la presente. La cantidad
relativa de desamidacién se puede determinar con respecto a un compuesto de
referencia, por ejemplo, para identificar un polipéptido que tiene menor desamidacion.
Las cantidades relativas de desamidacion también se puede determinar con respecto a
una formulacion de referencia, por ejemplo, para identificar una formulacion en donde
un polipéptido FGF-21 tiene desamidacion reducida.

[0075] Enfermedad asociada a fibrosis: La expresion “enfermedad asociada a fibrosis”
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incluye enfermedades, trastornos y afecciones en las que se observo que se presenta
fibrosis 0 a las que se sabe o se cree que la fibrosis esta asociada o contribuye a la
etiologia, progresion y sintomas de enfermedad, o en las que se sabe 0 se cree que la
fibrosis se presenta a medida que la enfermedad avanza.

[0076] La fibrosis puede afectar un érgano o tejido, tal como pancreas, pulmon, corazon,
riidn, higado, ojos, sistema nervioso, médula ésea, ganglios linfaticos, endomiocardio
o retroperitoneo. Algunos ejemplos de enfermedades asociadas a la fibrosis incluyen,
entre otros, } no alcohdlica (NASH), fibrosis hepatica, precirrosis, cirrosis, enfermedad
pulmonar parenquimatosa difusa, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar o de pulmodn,
fibrosis masiva progresiva, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis por inyeccion, fibrosis
renal o de rifion, enfermedad renal cronica, enfermedad renal diabética,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, nefropatia membranosa, nefropatia por IgA,
mielofibrosis, insuficiencia cardiaca, insuficiencia cardiaca metabdlica, fibrosis cardiaca,
fibrosis por cataratas, cataratas, cicatrizacion ocular, fibrosis pancreética, fibrosis
dérmica, fibrosis intestinal, estenosis intestinal, fibrosis endomiocéardica, fibrosis
auricular, fibrosis mediastinica, enfermedad de Crohn, fibrosis retroperitoneal, queloide,
fibrosis sistémica nefrogénica, escleroderma, esclerosis sistémica, artrofibrosis,
sindrome de Peyronie, contractura de Dupuytren, neuropatia diabética, capsulitis
adhesiva, enfermedad hepética alcohdlica, hepatoesteatosis, hepatitis viral, enfermedad
biliar, hemocromatosis primaria, cirrosis relacionada con los farmacos, cirrosis
criptébgena, enfermedad de Wilson, y deficiencia de alfa 1-antitripsina, enfermedad
pulmonar intersticial (ILD), enfermedad pulmonar fibrética humana, degeneracion
macular, retinopatia retinal, retinopatia vitrea, fibrosis miocardica, oftalmopatia de
Grave, ergotismo inducido por farmacos, enfermedad cardiovascular,
ateroesclerosis/reestenosis, cicatrices hipertréficas, mielofibrosis primaria o idiopatica y
enfermedad intestinal inflamatoria (que incluye, entre otras, colitis colagenosa). En
algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis puede incluir fibrosis hepdtica,
fibrosis renal o de rifion, fibrosis pulmonar o de pulmén y fibrosis cardiaca o del corazon.
En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis puede ser fibrosis hepatica.
En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis puede ser NASH.

[0077] Cantidad eficaz: Como se usa en la presente, la expresion “cantidad eficaz” de
una formulacién de FGF-21 es una cantidad suficiente para producir los resultados
beneficiosos o deseados, por ejemplo, resultados clinicos y, como tal, una “cantidad
eficaz” depende del contexto en que se aplique. Por ejemplo, en el contexto de

administrar un polipéptido FGF-21 que trata NASH, una cantidad eficaz del polipéptido
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FGF-21 es, por ejemplo, una cantidad suficiente para mejorar grasa hepatica, lesion
hepética o fibrosis (por ejemplo, una reduccién en grasa hepdtica, lesion hepdtica o
fibrosis con respecto a niveles en sujetos no tratados o con respecto a niveles en el
sujeto antes de la administracién del tratamiento).

[0078] En algunos aspectos, una cantidad eficaz de un polipéptido FGF-21, por ejemplo,
un polipéptido FGF-21 modificado, para tratar NASH puede cambiar el nivel de uno o
mas biomarcadores de fibrosis: por ejemplo, disminucion de Pro-C3 en suero;
disminucién de ALT o AST; aumento de adiponectina en suero; disminucién de LDL en
plasma; aumento de HDL en plasma; disminucién de los niveles de triglicérido en
plasma, o cualquier combinacion de estos, con respecto a niveles en sujetos no tratados
0 con respecto a niveles en el sujeto antes de la administracion del tratamiento.

[0079] La expresion “cantidad eficaz” puede usarse de manera indistinta con “dosis
eficaz”, “cantidad terapéuticamente eficaz” o “dosis terapéuticamente eficaz”.

[0080] Actividad de FGF-21: La expresion “actividad de FGF-21" se refiere a al menos
una actividad biol6gica de un polipéptido FGF-21. La expresion “actividad biologica” se
refiere a la capacidad de una molécula, por ejemplo, un polipéptido FGF-21, para afectar
cualquier propiedad fisica o bioquimica de un sistema biol6égico, via, molécula o
interaccion en relaciébn con un organismo, que incluye, entre otros, virus, bacterias,
bacteriéfagos, transposon, prién, insectos, hongos, plantas, animales y seres humanos.
[0081] Por ejemplo, en el contexto de un FGF-21 modificado o no modificado, la
actividad biolégica incluye cualquiera de las funciones biolégicas realizadas por FGF-
21. Los ejemplos de métodos para determinar si una molécula tiene al menos una
actividad biol6gica de FGF-21 de tipo silvestre (tal como el polipéptido FGF-21 de tipo
silvestre de SEQ ID NO: 3) pueden incluir cualquier ensayo funcional conocido en el
estado de la técnica, que incluye los métodos divulgados en el Ejemplo 5y 17 de la
publicacion de solicitud estadounidense N.° 2017/0189486, que se incorpora en la
presente por referencia en su totalidad.

[0082] EI nivel relativo de actividad biol6gica se puede determinar con respecto a un
compuesto de referencia, por ejemplo, para identificar un polipéptido que tiene actividad
biolégica o que tiene actividad bioldgica lo suficientemente alta para un uso terapéutico
deseado, por ejemplo, que tiene una ECsq menos de 5 veces, menos de 10 veces,
menos de 20 veces, menos de 50 veces 0 menos de 100 veces mayor que la ECs, de
un compuesto de referencia. El nivel relativo de actividad biol6gica también se puede
determinar con respecto a una formulacion de referencia, por ejemplo, para identificar

una formulacién en donde un polipéptido FGF-21 tiene actividad biolégica o tiene
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actividad biologica lo suficientemente alta para un uso terapéutico deseado, por ejemplo,
que tiene una ECso menos de 5 veces, menos de 10 veces, menos de 20 veces, menos
de 50 veces 0 menos de 100 veces mayor que la ECsq de un polipéptido FGF-21 en la
formulacion de referencia.

[0083] El compuesto de referencia descrito en la presente puede ser una secuencia de
FGF-21 que no tenga una maodificacion, tal como una modificacién descrita en la
presente. Por ejemplo, el compuesto de referencia puede ser FGF-21 de tipo silvestre o
la misma secuencia de polipéptido FGF-21 modificado sin un componente de fusion, por
ejemplo, sin PEG. Los compuestos de referencia de ejemplo para PEG-FGF-21
incluyen, entre otros, polipéptido FGF-21 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 3, y el
polipéptido FGF-21 modificado de SEQ ID NO: 1.

[0084] En algunos aspectos, el compuesto de referencia puede contener al menos un
aminoacido codificado de manera no natural, que puede estar ligado a un ligador,
polimero, molécula biolégicamente activa, péptido, polipéptido o porcién de extension
de semivida descritos en la presente (por ejemplo, PEG). En algunos aspectos, un
compuesto de referencia puede contener al menos un aminoacido codificado de manera
no natural, que puede no estar ligado a un ligador, polimero, molécula biol6gicamente
activa, péptido, polipéptido o porcion de extension de semivida descritos en la presente
(por ejemplo, PEG). En algunos aspectos, un compuesto de referencia puede contener
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos adicionales. En algunos
aspectos, la comparacion se puede realizar con una forma pegilada o no pegilada del
polipéptido; en el caso anterior, la comparacion se puede realizar con un polipéptido que
comprende o no comprende un aminoacido codificado de manera no natural.

[0085] Polipéptido FGF-21: La expresion “polipéptido FGF-21" se refiere a un
polipéptido FGF-21 de tipo silvestre y un polipéptido FGF-21 modificado.

[0086] Porcion de extension de semivida: La expresion “porcion de extension de
semivida” (también denominada “HLEM") se refiere a una porcién, un dominio o una
molécula aceptables desde el punto de vista farmacéutico ligados en forma covalente
("conjugados” o “fusionados”) al polipéptido FGF-21, por ejemplo, el polipéptido FGF-21
modificado descrito en la presente, opcionalmente mediante un aminoacido codificado
de manera no natural, directamente o a través de un ligador, que previene o atenla la
degradacion proteolitica in vivo u otra modificacion quimica que reduce la actividad del
polipéptido FGF-21 modificado, aumenta la semivida y/o mejora o altera otras
propiedades farmacocinéticas o biofisicas que incluyen, entre otras, aumentar la

velocidad de absorcion, reducir la toxicidad, mejorar la solubilidad, reducir la agregacion
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de proteinas, aumentar la actividad biol6égica y/o la selectividad diana del polipéptido
FGF-21 modificado, aumentar la facilidad de fabricacién y/o reducir la inmunogenicidad
del polipéptido FGF-21 modificado, en comparacién con un compuesto de referencia, tal
como una forma no conjugada del polipéptido FGF-21 modificado o el polipéptido FGF-
21 de tipo silvestre.

[0087] Identidad: Como se usa en la presente, el término “identidad” se refiere a la
conservacion monomeérica general entre moléculas poliméricas, por ejemplo, entre
moléculas de polipéptido. El término “idéntica” sin otros calificativos, por ejemplo, la
proteina A es idéntica a la proteina B, implica que las secuencias son 100 % idénticas
(100 % de identidad de secuencia). Describir dos secuencias como, por ejemplo, “70 %
idénticas” es equivalente a describirlas como que tienen, por ejemplo, “70 % de identidad
de secuencia”.

[0088] EI célculo de porcentaje de identidad de dos secuencias de polipéptido, por
ejemplo, se puede llevar a cabo mediante la alineacion de dos secuencias para fines de
comparacion Optima (por ejemplo, espacios que se pueden introducir en una o ambas
de una primera y una [omision en el texto fuente] secuencias de polipéptido para la
alineacion oOptima, y se pueden desestimar las secuencias no idénticas para fines
comparativos). En algunos aspectos, la longitud de una secuencia alineada para fines
comparativos es al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al
menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o 100 % de la longitud de
la secuencia de referencia. Luego, se comparan los aminoacidos en las
correspondientes posiciones de aminoacido.

[0089] Cuando una posicidon en la primera secuencia estd ocupada por el mismo
aminodacido que la posicidn correspondiente en la segunda secuencia, las moléculas
son idénticas a esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una
funcion de la cantidad de posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo
en cuenta la cantidad de espacios, y la longitud de cada espacio, que nhecesita
introducirse para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. La comparacion de
secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se
pueden lograr con el uso de un algoritmo matematico.

[0090] Los programas de software adecuados se pueden adquirir de diversas fuentes,
y para la alineacién de secuencias de proteina y de nucleétidos. Un programa adecuado
para determinar el porcentaje de identidad de secuencia es bl2seq, parte del paquete
de programas BLAST disponible del sitio web de BLAST del National Center for

Biotechnology Information del gobierno estadounidense (blast.ncbi.nim.nih.gov). BI2seq
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lleva a cabo una comparacion entre dos secuencias usando el algoritmo BLASTN o
BLASTP. BLASTN se usa para comparar secuencias de acido nucleico, mientras que
BLASTP se usa para comparar secuencias de aminoacidos. Otros programas
adecuados son, por ejemplo, Needle, Stretcher, Water o Matcher, parte del paguete de
programas de bioinformatica EMBOSS vy también disponible del European
Bioinformatics Institute (EBI) en www.ebi.ac.uk/Tools/psa. Las alineaciones de
secuencia puede llevarse a cabo usando métodos conocidos en el estado de la técnica,
tales como MAFFT, Clustal (Clustalw, Clustal X o Clustal Omega), MUSCLE, etc.
[0091] Distintas regiones dentro de una sola secuencia diana de polipéptidos que se
alinea con una secuencia de polipéptidos de referencia pueden tener, cada una, su
propio porcentaje de identidad de secuencia. Cabe destacar que el valor del porcentaje
de identidad de secuencia se redondea al décimo mas cercano. Por ejemplo, 80,11,
80,12, 80,13y 80,14 se redondean hacia abajo a 80,1, mientras que 80,15, 80,16, 80,17,
80,18 y 80,19 se redondean hacia arriba, a 80,2. También cabe destacar que el valor de
longitud siempre sera un entero.

[0092] En algunos aspectos, el porcentaje de identidad (% ID) o de una primera
secuencia de aminoacidos con respecto a una segunda secuencia de aminoacidos se
calcula como % ID =100 x (Y/Z), en donde Y es la cantidad de residuos de aminoacidos
que se obtuvieron como coincidencias idénticas en el alineamiento de la primera y
segunda secuencia (segun se alinearon mediante inspeccién visual o un programa de
alineamiento de secuencias particular), y Z es la cantidad total de residuos en la segunda
secuencia. Si la longitud de una primera secuencia es mayor que aquella de la segunda
secuencia, el porcentaje de identidad de la primera secuencia con respecto a la segunda
secuencia serd mas alto que el porcentaje de identidad de la segunda secuencia con
respecto a la primera secuencia.

[0093] Una persona del oficio de nivel medio apreciara que la generacion de una
alineacion de secuencia para el calculo de un porcentaje de identidad de secuencia no
se limita a comparaciones de secuencia-secuencia binaria impulsadas exclusivamente
por datos de secuencias primarias. También se apreciard que las alineaciones de
secuencia pueden generarse al integrar datos de secuencias con datos de fuentes
heterogéneas, tales como datos estructurales (por ejemplo, estructuras de proteinas
cristalograficas), datos funcionales (por ejemplo, ubicacion de mutaciones) o datos
filogenéticos. Un programa adecuado que integra datos heterogéneos para generar
alineaciones de secuencias multiples es T-Coffee, disponible en www.tcoffee.org y, de

manera alternativa, disponible, por ejemplo, de EBI. Asimismo, cabe destacar que la
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alineacion final usada para calcular el porcentaje de identidad de secuencia puede
curarse de manera automatica o manual.

[0094] Degradacion proteolitica in vivo: La expresion “degradacién proteolitica in vivo”
se refiere a la escisién de un polipéptido cuando se introduce en un sistema viviente (por
ejemplo, cuando se inyecta en un organismo), que puede ser el resultado de proteasas
presentes en dicho organismo. La proteindlisis puede afectar potencialmente la actividad
bioldgica o la semivida de un polipéptido. Por ejemplo, el FGF-21 de tipo silvestre puede
experimentar escision en el terminal C, lo que da como resultado un polipéptido inactivo
truncado. Un ejemplo de método para medir protedlisis in vivo de FGF-21 es el ensayo
de inmunoabsorcion electroquimioluminiscente (ECLIA) basado en Meso Scale
Discovery (MSD) descrito en el Ejemplo 10 de la solicitud estadounidense N.°
US2017/0189486. La cantidad relativa de proteindlisis in vivo o in vitro se puede
determinar con respecto a un compuesto de referencia, por ejemplo, para identificar un
polipéptido que tiene una reduccion de proteindlisis in vivo. La cantidad relativa de
protedlisis in vivo también se puede determinar con respecto a una formulacién de
referencia, es decir, para identificar una formulacién en la que el polipéptido FGF-21
tiene una disminucion de protedlisis in vitro.

[0095] Aislado: Como se usa en la presente, el término “aislado” se refiere a una
sustancia o entidad (por ejemplo, un polipéptido) que fue separada de al menos algunos
de los componentes con los que se la asocié (ya sea en la naturaleza o en un contexto
experimental). Las sustancias aisladas (por ejemplo, proteinas) pueden tener niveles
variados de pureza con respecto a las sustancias con las que se las asocio.

[0096] Ligado: Como se usa en la presente, los términos “ligada” o “unida” se refieren a
una secuencia de aminoacidos conectada de manera covalente o no covalente a una
molécula, por ejemplo, un polimero hidrosoluble. El término “ligado” se refiere no solo a
una fusién o concatenacion de una secuencia de aminoacidos (por ejemplo, un
polipéptido FGF-21) con una segunda secuencia de aminoacidos (por ejemplo, un
prolongador de semivida de albimina), en el terminal C o el terminal N. También incluye
la insercion de una secuencia de aminoacidos completa (por ejemplo, un prolongador
de semivida de XTEN) en dos aminoé&cidos cualquiera en una segunda secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, un polipéptido FGF-21). En algunos aspectos, la unién puede
llevarse a cabo entre una cadena lateral de un amino&cido en una primera secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, un polipéptido FGF-21) y una segunda molécula (por
ejemplo, una segunda secuencia de aminoacidos o un polimero soluble, tal como PEG).

En el contexto de la presente divulgacion, los términos “fusionado” o “fusion” indican que
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al menos dos cadenas de polipéptido se ligaron operativamente y se expresaron de
manera recombinante. En algunos aspectos, dos cadenas de polipéptido pueden
“fusionarse” como resultado de sintesis quimica. En el contexto de la presente
divulgacion, los términos “conjugado” o “conjugacion” indican que dos entidades
moleculares (por ejemplo, dos polipéptidos, o un polipéptido y un polimero, tal como
PEG) se ligaron quimicamente.

[0097] Polipéptido FGF-21 modificado: Como se usa en la presente, “polipéptido FGF-
21 modificado”, “factor de crecimiento de fibroblastos 21 modificado” o “FGF-21
modificado” y formas de estos sin guién se usan de manera indistinta e incluyen los
polipéptidos y proteinas distintos de FGF-21 de tipo silvestre (por ejemplo, FGF-21
humano de tipo silvestre de SEQ ID NO: 3) y, en general, tienen al menos una actividad
bioldgica de un factor de crecimiento de fibroblastos 21, asi como analogos de FGF-21,
isoformas de FGF-21, miméticos de FGF-21, fragmentos de FGF-21, proteinas de FGF-
21 hibridas, proteinas de fusion, oligdbmeros y multimeros, homélogos, variantes de
patrones de glucosilacion, variantes, variantes de empalme, y muteinas de estos,
independientemente de su actividad biolégica. Los polipéptidos FGF-21 modificados
comprendidos por esta definicién se describen con mayor detalle a continuacion.
[0098] Mutacion: En el contexto de la presente divulgacion, las expresiones “mutacion”
y “sustitucion de aminoacido” como se definieron anteriormente (en ocasiones
denominadas simplemente “sustitucién”) se consideran intercambiables.

[0099] Aminoé4cido codificados de manera no natural: Un “aminoacido codificado de
manera no natural” se refiere a un aminoacido que no es uno de los 20 aminoacidos
comunes, ni pirrolisina o selenocisteina. Otra expresiéon que se puede usar como
sinénimo de “amino&cido codificado de manera no natural” es “amino&cido no natural”.
La expresion “aminoacido codificado de manera no natural” también incluye, por
ejemplo, aminoacidos que se producen por modificacién (por ejemplo, modificaciones
después de la traduccion) de un aminoacido codificado de manera natural (que incluye,
entre otros, los 20 aminoacidos comunes), pero que no se incorporan naturalmente en
una cadena de polipéptidos de crecimiento por medio del complejo de traduccién. Los
ejemplos de tales aminoacidos codificados de manera no natural incluyen, entre otros,
N-acetilglucosaminil-L-serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina y O-fosfotirosina. En un
aspecto especifico de la presente divulgacion, un aminoacido codificado de manera no
natural es para-acetil-L-fenilalanina.

[0100] Paciente: Como se usa en la presente, “paciente” se refiere a un sujeto que

puede buscar o que necesita tratamiento, que requiere tratamiento, que esté recibiendo
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tratamiento, recibira tratamiento o un sujeto que esté bajo el cuidado de un profesional
capacitado por una enfermedad o afeccién particular.

[0101] Composicién farmacéutica: La expresion “compaosicion farmacéutica™ se refiere
a una preparacion que se encuentra en una forma tal que permite que la actividad
bioldgica del ingrediente activo (un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales (por ejemplo, excipientes y agua) que sean inaceptablemente téxicos para
un sujeto al que se le administraria la composicién. Tal composicién puede ser estéril.
[0102] Aceptable desde el punto de vista farmacéutico: La expresion "aceptable desde
el punto de vista farmacéutico" se emplea en la presente para referirse a compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosis que, dentro del alcance del criterio
médico sensato, son adecuados para usar en contacto con los tejidos de seres humanos
y animales sin provocar excesiva toxicidad, irritacion, reaccion alérgica u otros
problemas o complicaciones proporcionales con una relacion riesgo/beneficio
razonable. En general la aprobacion por parte de un ente regulador de los gobiernos
federales o estatales (0 enumerados en la farmacopea estadounidense u otras
farmacopeas generalmente reconocidas) para el uso en animales, y, mas en particular,
en seres humanos, implica que dichos compuestos, materiales, composiciones y/o
formas de dosificacién sean aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Los
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son
generalmente aceptables como seguros para fines terapéuticos son “terapéuticamente
aceptables”.

[0103] Excipientes aceptables desde el punto de vista farmacéutico: Como se usa en la
presente, la frase “excipiente aceptable desde el punto de vista farmacéutico”, se refiere
a cualquier ingrediente distinto de los compuestos activos descritos en la presente (por
ejemplo, un vehiculo capaz de suspender o disolver el compuesto activo) y que tiene las
propiedades de ser sustancialmente no toxico y no inflamatorio en un sujeto. Los
excipientes pueden incluir, por ejemplo, quelantes, tensioactivos, agentes de
amortiguacion, reguladores osméticos, antioxidantes, emulgentes, agentes de relleno
(diluyentes), conservantes, sorbentes, agentes de suspension o dispersion, endulzantes
y aguas para hidratacion. Los excipientes que son generalmente aceptados como
seguros para fines terapéuticos son “excipientes terapéuticamente aceptables”.

[0104] Sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico: La presente divulgacion
también incluye sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de los

compuestos descritos en la presente. Como se usa en la presente, “sales aceptables
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desde el punto de vista farmacéutico” se refiere a derivados de los compuestos
divulgados en donde el compuesto de origen se modifica al convertir una porcién basica
0 4cida existente en su forma de sal (por ejemplo, al hacer reaccionar el grupo base libre
con un 4cido organico adecuado). Los ejemplos de sales aceptables desde el punto de
vista farmacéutico incluyen, entre otros, sales acidas minerales u organicas de residuos
basicos, tales como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos acidos, tales como
acidos carboxilicos; y similares.

[0105] Polipéptido: Los términos “polipéptido”, “péptido y “proteina” se usan de manera
indistinta en la presente para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud.
El polimero puede comprender aminoacidos modificados. Los términos también abarcan
un polimero de amino&cidos que se modificé naturalmente o mediante intervencion; por
ejemplo formacion de puentes de disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion,
fosforilacion o cualquier otra manipulacién o modificacion, tal como conjugacién con un
componente de rotulacién. En la definicion también se incluyen, por ejemplo,
polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminodacido (que incluyen, por
ejemplo, aminoacidos no naturales, tales como homocisteina, ornitina, p-
acetilfenilalanina, D-aminoacidos y creatina), asi como otras modificaciones conocidas
en el estado de la técnica.

[0106] Como se usa en la presente, el término se refiere a proteinas, polipéptidos y
péptidos de cualquier tamafio, estructura o funcion. Los polipéptidos incluyen productos
génicos, polipéptidos naturales, polipéptidos sintéticos, homélogos, ortélogos,
parélogos, fragmentos y otros equivalentes, variantes y analogos de los anteriores. Un
polipéptido puede ser un solo polipéptido o puede ser un complejo multimolecular, tal
como un dimero, trimero o tetramero. También puede comprender polipéptidos
monocatenarios o multicatenarios. Por lo general, los enlaces disulfuro se encuentran
en polipéptidos multicatenarios. El término “polipéptido” también se puede aplicar a
polimeros de aminoacidos en donde uno 0 mas residuos de aminoacidos son un analogo
guimico artificial de un aminoécido natural correspondiente. En algunos aspectos, un
“péptido” puede ser menor o igual a 50 aminoacidos de longitud, por ejemplo, alrededor
de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50 aminoacidos de longitud.

[0107] Prevenir: Como se usa en la presente, el término “prevenir” se refiere a demorar
parcial o completamente el inicio de una enfermedad, un trastorno y/o una afeccion;
demorar parcial o completamente el inicio de uno o mas sintomas, caracteristicas o
manifestaciones clinicas de una enfermedad, trastorno y/o afeccion en particular;

demorar parcial o completamente el inicio de uno o mas sintomas, caracteristicas o
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manifestaciones de una enfermedad, trastorno y/o afeccion en particular; demorar
parcial o completamente la progresién de una enfermedad particular, trastorno y/o
afeccién; y/o disminuir el riesgo de desarrollar una patologia asociada con la
enfermedad, trastorno y/o afeccion. En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica
divulgada en la presente solicitud puede usarse para prevenir el inicio, prevenir los
sintomas o prevenir complicaciones de las enfermedades o afecciones asociadas a
fibrosis, tales como NASH o diabetes.

[0108] Profilactico: Como se usa en la presente, “profilactico” se refiere a un agente
terapéutico o medida usados para prevenir el inicio de una enfermedad o afeccién, o
para prevenir o retrasar un sintoma de una enfermedad o afeccién asociada a fibrosis,
por ejemplo, NASH. En un aspecto, las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la
presente solicitud pueden usarse profilacticamente.

[0109] Profilaxis: Como se usa en la presente, “profilaxis” se refiere a una medida
tomada para mantener la salud y prevenir o retrasar el inicio de una enfermedad o
afeccion asociada a fibrosis, por ejemplo, NASH o diabetes, o prevenir o retrasar
sintomas asociados a una enfermedad o afeccion.

[0110] Recombinante: Un polipéptido o proteina “recombinante” se refiere a un
polipéptido o proteina producido por medio de tecnologia de ADN recombinante. Los
polipéptidos y proteinas producidos de manera recombinante expresados en células
huésped modificadas por ingenieria genérica se consideran aislados para los fines de
la divulgacion, dado que son polipéptidos nativos 0 recombinantes que se separaron,
fraccionaron o purificaron parcial o sustancialmente por medio de cualquier técnica
adecuada. Los polipéptidos FGF-21 divulgados en la presente pueden producirse
usando métodos conocidos en el estado de la técnica. Las proteinas y péptidos
divulgados en la presente también pueden sintetizarse quimicamente.

[0111] Similitud: Como se usa en la presente, el término “similitud” se refiere a la
relacion general entre moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de
polipéptido. El calculo de porcentaje de similitud entre si de moléculas poliméricas se
puede realizar de la misma manera que un calculo de porcentaje de identidad, con la
excepcion de que el célculo de porcentaje de similitud tiene en cuenta las sustituciones
conservadoras, como se comprende en el estado de la técnica.

[0112] Solubilidad: El término “solubilidad” se refiere a la cantidad de una sustancia que
se puede disolver en otra sustancia, por ejemplo, la cantidad de un polipéptido FGF-21
modificado o no modificado que se puede disolver en una solucién acuosa. Un ejemplo

de método para medir la solubilidad de un polipéptido FGF-21 modificado o no
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modificado es la prueba de solubilidad en flujo de tapdén descrita en el Ejemplo 8 de la
publicacion de solicitud estadounidense N.° US2017/0189486. La solubilidad relativa se
puede determinar con respecto a un compuesto de referencia, por ejemplo, para
identificar un polipéptido que tiene mayor solubilidad. En algunos aspectos, la solubilidad
relativa se puede determinar con respecto a una formulacion de referencia, por ejemplo,
para identificar una formulacién en donde el polipéptido tiene solubilidad aumentada.
[0113] Sujeto: Los términos "sujeto", "individuo", "animal” o "mamifero” se refieren a
cualquier sujeto, en particular, un sujeto que es un mamifero, para quien se desea el
diagnéstico, prondstico o tratamiento. Los sujetos mamiferos incluyen, entre otros, seres
humanos, animales domésticos, animales de granja, animales de zooldgico, animales
de deporte, mascotas, tales como perros, gatos, conejillos de Indias, conejos, ratas,
ratones, caballos, ganado, vacas; primates, tales como chimpancés, simios,
orangutanes y monos; canidos, tales como perros y lobos; félidos, tales como gatos,
leones vy tigres, équidos, tales como caballos, asnos y cebras; 0sos, animales para
consumo, tales como vacas, cerdos y ovejas; ungulados, tales como ciervos y jirafas;
roedores, tales como ratones, ratas, hamsteres y conejillos de Indias; entre otros. En
algunos aspectos, el mamifero es un sujeto humano. En otros aspectos, un sujeto es un
paciente humano. En un aspecto en particular, un sujeto es un paciente humano o
células de este, ya sea in vivo, in vitro o ex vivo, que responde a los métodos descritos
en la presente.

[0114] Que tiene: Un individuo que “tiene” una enfermedad, un trastorno y/o una
afeccién recibié un diagnéstico o muestra uno o mas sintomas de la enfermedad,
trastorno y/o afecciébn. En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas
divulgadas en la presente pueden administrarse a un sujeto que tiene una enfermedad
o afeccion asociada a fibrosis, tal como NASH o diabetes.

[0115] Susceptible de: Un individuo que es “susceptible de” una enfermedad, un
trastorno y/o una afeccion no recibié un diagnéstico y/o puede no exhibir sintomas de la
enfermedad, el trastorno y/o la afeccion, pero alberga una propensién a tener una
enfermedad o sus sintomas. En algunos aspectos, un individuo que es susceptible de
una enfermedad, un trastorno y/o una afeccién (por ejemplo, cancer) puede tener una o
mas de las siguientes caracteristicas: (1) una mutacién genética asociada al desarrollo
de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion; (2) un polimorfismo genético asociado al
desarrollo de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccién; (3) mayor y/o menor expresion
y/o actividad de una proteina y/o acido nucleico asociado a la enfermedad, el trastorno

ylo la afeccidn; (4) habitos y/o estilos de vida asociados al desarrollo de la enfermedad,
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el trastorno y/o la afeccion; (5) antecedentes familiares de la enfermedad, el trastorno
ylo la afeccidn; y (6) exposicidn a y/o infeccidn por un microbio asociado al desarrollo
de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion.

[0116] En algunos aspectos, un individuo que es susceptible de una enfermedad, un
trastorno y/o una afeccién tendra la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion. En algunos
aspectos, un individuo que es susceptible de una enfermedad, un trastorno y/o una
afeccién no tendra la enfermedad, el trastorno y/o la afeccién. En algunos aspectos, las
formulaciones farmacéuticas divulgadas en la presente pueden administrarse a un
sujeto que es susceptible de una enfermedad o afeccion asociada a fibrosis, tal como
NASH o diabetes.

[0117] Agente terapéutico: Las expresiones “agente terapéutico” o “agente” se refieren
a una entidad molecular que, cuando se administra a un sujeto, tiene un efecto
terapéutico, diagnoéstico y/o profilactico y/o genera un efecto bioldgico y/o farmacéutico
deseado. Por ejemplo, en algunos aspectos, un polipéptido FGF-21 divulgado en la
presente (por ejemplo, PEG-FGF-21) puede ser un agente terapéutico. En algunos
aspectos, un agente es otra molécula que se coadministra como parte de un tratamiento
conjunto con al menos uno de los polipéptidos FGF-21 divulgados en la presente.
[0118] Cantidad terapéuticamente eficaz: Como se usa en la presente, la expresion
“cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de un agente que se debe
administrar (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 divulgado en la presente o una
formulacién que comprende el polipéptido) que es suficiente, cuando se administra a un
sujeto que tiene o es susceptible de una infeccidén, una enfermedad, un trastorno y/o
una afeccién, para tratar, mejorar los sintomas, diagnosticar, prevenir y/o retrasar la
aparicion de la infeccion, la enfermedad, el trastorno y/o la afecciéon. En general, se
prevé que la administraciébn de la cantidad terapéuticamente eficaz produzca un
resultado terapéuticamente eficaz.

[0119] Resultado terapéuticamente eficaz: Como se usa en la presente, la expresion
“resultado terapéuticamente eficaz” significa un resultado que es suficiente en un sujeto
que tiene o es susceptible de una infeccién, una enfermedad, un trastorno y/o una
afeccion, para tratar, aliviar los sintomas de, diagnosticar, prevenir y/o retrasar la
aparicion de la infeccion, la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion.

[0120] Tratar, tratamiento, terapia: Como se usa en la presente, los términos “tratar” o
“tratamiento” o “terapia” 0 sus variantes gramaticales se refieren a prevenir, aliviar,
mejorar, retrasar la aparicion de, inhibir la progresion de, reducir la gravedad de y/o

reducir la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad o
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afeccién asociada a fibrosis, por ejemplo, NASH o diabetes. Por ejemplo, “tratar” una
enfermedad asociada a fibrosis puede referirse a prevenir sintomas, mejorar sintomas,
retrasar el inicio de la enfermedad o afeccidon o sus sintomas, etc. El tratamiento se
puede administrar a un sujeto que no presenta signos de una enfermedad, un trastorno
y/o una afeccion y/o a un sujeto que solo presenta signos tempranos de una
enfermedad, un trastorno y/o una afeccién a fin de disminuir el riesgo de desarrollar
patologias asociadas a la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion.

[0121] ug, uM, ul: Como se usa en la presente, las expresiones “ug”, “uM”y “ul” se usan
indistintamente con “pg”, “uM” y “ul”, respectivamente.

[0122] Polimero hidrosoluble: Como se usa en la presente, la expresion “polimero
hidrosoluble” se refiere a cualquier polimero que es soluble en solventes acuosos. El
enlace de polimeros hidrosolubles con polipéptidos FGF-21 modificados puede dar
como resultado cambios que incluyen, entre otros, mayor semivida en suero (in vivo) o
semivida en suero (in vivo) modulada, o mayor semivida terapéutica o semivida
terapéutica modulada, con respecto a la forma no modificada, toxicidad o
inmunogenicidad modulada, caracteristicas de asociacion fisica modulada, tales como
agregacion y formacion de multimeros, union al receptor alterada, unién alterada a uno
0 mas componentes de union, y dimerizacion o multimerizacion del receptor alterada.
[0123] EI polimero hidrosoluble puede o no tener su propia actividad biolégica, y se
puede usar como un ligador para unir el FGF-21 modificado a otras sustancias, que
incluyen, entre otros, uno o mas polipéptidos FGF-21 modificados o no modificados, o
una o mas moléculas biolégicamente activas. Los polimeros adecuados incluyen, entre
otros, polietilenglicol, polietilenglicol propionaldehido, mono C1-C10 alcoxi o derivados
de ariloxi de estos (descritos en la patente estadounidense N.° 5.252.714 que se
incorpora en la presente por referencia), monometoxi-polietilenglicol, PEG discreto,
polivinilpirrolidona, polivinilalcohol, poliaminoacidos, anhidrido maleico diviniléter, N-(2-
hidroxipropil)-metacrilamida, dextrano, derivados de dextrano que incluyen sulfato de
dextrano, polipropilenglicol, copolimero de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, poliol
polioxietilado, heparina, fragmentos de heparina, polisacaridos, oligosacaridos,
glucanos, celulosa y derivados de celulosa, que incluyen, entre otros, metilcelulosa y
carboximetilcelulosa, almidén y derivados de almidon, polipéptidos, polialquilenglicol y
derivados de estos, copolimeros de polialquilenglicoles y derivados de estos,
poliviniletiléteres y alfa-beta-poli[(2-hidroxietil)-DL-aspartamida, y similares, o mezclas
de estos. Los ejemplos de tales polimeros hidrosolubles incluyen, entre otros,

polietilenglicol y albumina de suero.
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[0124] Varios aspectos de la divulgacion se describen en mayor detalle en las siguientes

subsecciones.

|. Formulaciones de FGF-21

[0125] La presente divulgacién proporciona formulaciones farmacéuticas que
comprenden un polipéptido de factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, y un quelante de
cationes de acido aminopolicarboxilico, por ejemplo, acidodietilentriaminpentaacético
(DTPA), en donde las formulaciones tienen estabilidad mejorada en comparacion con
una formulacién de referencia, es decir, una formulacion correspondiente que contiene
los mismos componentes excepto que no tiene el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico.

[0126] Las expresiones "quelante” o "quelante de cationes” son intercambiables y se
refieren a cualquier sustancia que puede eliminar un i6bn de metal de un sistema de
solucién al formar un nuevo i6bn complejo que tiene propiedades quimicas diferentes que
aquellas del i6n de metal original. En particular, los quelantes de cationes divulgados en
la presente son quelantes que se unen especificamente a metales divalentes, por
ejemplo, Ca**.

[0127] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la presente
exhiben una o mas mejoras en la estabilidad, por ejemplo, una menor velocidad de
desamidacion y/o una menor velocidad de agregacién. Por ejemplo, la inclusién de un
gquelante de cationes de acido aminopolicarboxilico tal como DTPA en la formulacién
farmacéutica puede disminuir la velocidad de desamidacion del polipéptido FGF-21 (por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) cuando se
almacena a determinada temperatura (por ejemplo, 40 °C) durante un periodo
determinado (por ejemplo, 1 mes) con respecto a la formulacion de referencia.

[0128] En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacion de un polipéptido FGF-
21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una
formulaciéon farmacéutica almacenada a alrededor de 25 °C, a alrededor de 30 °C, a
alrededor de 35 °C, a alrededor de 40 °C o a alrededor de 45 °C con respecto a la
formulacion de referencia. En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacion
de un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como

PEG-FGF-21) en una formulacion farmacéutica almacenada a una temperatura por
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encima de 25 °C, por encima de 30 °C, por encima de 35 °C, alrededor de 40 °C o
alrededor de 45 °C con respecto a la formulacién de referencia.

[0129] En algunos aspectos, el quelante de cationes de 4cido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacién de un polipéptido FGF-
21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una
formulacién farmacéutica almacenada entre alrededor de 20 °C y alrededor de 25 °C,
alrededor de 25 °C y alrededor de 30 °C, alrededor de 30 °C y alrededor de 35 °C, o
alrededor de 40 °C y alrededor de 45 °C con respecto a la formulacion de referencia.
[0130] En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacion de un polipéptido FGF-
21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una
formulacion farmacéutica a una temperatura o rango de temperatura divulgado
anteriormente después del almacenamiento durante alrededor de 1 semana, alrededor
de 2 semanas, alrededor de 3 semanas, alrededor de 1 mes, alrededor de 2 meses,
alrededor de 3 meses o alrededor de 4 meses con respecto a la formulacion de
referencia. En un aspecto especifico, el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacion
de un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como
PEG-FGF-21) en una formulacion farmacéutica almacenada a 40 °C durante alrededor
de un mes con respecto a la formulacién de referencia.

[0131] En algunos aspectos, el quelante de cationes de 4cido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de agregacion de alto peso molecular
(HMW) de un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) en una formulacién farmacéutica almacenada a alrededor de 25 °C,
a alrededor de 30 °C, a alrededor de 35 °C, a alrededor de 40 °C o a alrededor de 45 °C
con respecto a la formulacion de referencia. En algunos aspectos, el quelante de
cationes de acido aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) puede disminuir la
velocidad de agregacion de HMW de un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una formulacién farmacéutica
almacenada a una temperatura por encima de 25 °C, por encima de 30 °C, por encima
de 35 °C, alrededor de 40 °C o alrededor de 45 °C con respecto a la formulacién de
referencia.

[0132] En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de agregacién de HMW de un polipéptido
FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una
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formulacién farmacéutica almacenada entre alrededor de 20 °C y alrededor de 25 °C,
alrededor de 25 °C y alrededor de 30 °C, alrededor de 30 °C y alrededor de 35 °C, o
alrededor de 40 °C y alrededor de 45 °C con respecto a la formulacion de referencia.
[0133] En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico (por
ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de agregacion de HMW de un polipéptido
FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) en una
formulaciéon farmacéutica a una temperatura o rango de temperatura divulgado
anteriormente después del almacenamiento durante alrededor de 1 semana, alrededor
de 2 semanas, alrededor de 3 semanas, alrededor de 1 mes, alrededor de 2 meses,
alrededor de 3 meses o alrededor de 4 meses con respecto a la formulacion de
referencia. En un aspecto especifico, el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) puede disminuir la velocidad de agregacién
de HMW de un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) en una formulacién farmacéutica almacenada a 40 °C durante
alrededor de un mes con respecto a la formulacién de referencia.

[0134] En algunos aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico, por
ejemplo, DTPA, previene o mitiga la oxidacién de uno 0 mas aminoéacidos, por ejemplo,
metioninas, en el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado,
tal como PEG-FGF-21). En aspectos particulares, el quelante de cationes de &cido
aminopolicarboxilico, por ejemplo, DTPA, previene o mitiga la oxidacion del aminoacido
1 y/o aminoacido 169 de SEQ ID NO: 3 (o los aminoéacidos correspondientes en SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 o cualquier otro polipéptido FGF-21) a 25 °C y/o 40 °C.

[0135] En algunos aspectos especificos, el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico es DTPA. El acido pentético o acido dietilentriaminpentaacético
(DTPA) es un acido aminopolicarboxilico que consiste en una estructura principal de
dietilentriamina con cinco grupos carboximetilo. La base conjugada de DTPA tiene una
afinidad alta a los cationes de metal. De este modo, el penta-anion DTPAS es
potencialmente un ligando de octadentato suponiendo que cada centro de nitrégeno y
cada grupo COO~cuenta como centro para coordinacion. Las constantes de formacion
para sus complejos son alrededor de 100 veces mayores que para EDTA. Como agente
guelante, DTPA se envuelve alrededor del ibn de metal formando hasta ocho enlaces.
Sin embargo, los metales de transicion forman por lo general menos de ocho enlaces
de coordinacién. Por lo tanto, después de formar un complejo con un metal, el DTPA
todavia puede unirse a otros reactivos, como muestra pendetido derivado. Por ejemplo,

en el complejo con cobre(ll), el DTPA se une de manera hexadentada utilizando los tres
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centros amina y tres de los cinco carboxilatos.

[0136] En otros aspectos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico puede
ser otro quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico, tal como acido
etilendiamintetraacético (EDTA), &cido etilen glicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N',N'-
tetraacético (EGTA), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacético (DOTA),
0 compuesto relacionado, por ejemplo, tiuxetano (una versiéon modificada de DTPA cuya
estructura principal de carbono contiene un isotiocianatobencilo y un grupo metilo).
Otros agentes quelantes relacionados con DTPA y EDTA conocidos en el estado de la
técnica son aquellos en los que los nitrdgenos de los grupos amida se pueden sustituir
con uno o mas grupos C,_4g alquilo, por ejemplo, DTPA.BMA y EDTA.BMA.

[0137] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA est4 presente en una
cantidad entre alrededor de 10 pM y alrededor de 100 uM, entre 15 yuM y alrededor de
95 uM, entre alrededor de 20 puM y alrededor de 90 uM, entre alrededor de 25 pM y
alrededor de 85 pM, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 80 uM, entre alrededor de
35 UM y alrededor de 75 pM, entre alrededor de 40 uM y alrededor de 70 UM, entre
alrededor de 45 uM y alrededor de 65 puM, entre alrededor de 50 uM y alrededor de 60
UM, entre alrededor de 25 uM y alrededor de 75 pM, entre alrededor de 40 pM y
alrededor de 60 uM, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 70 uM o entre alrededor
de 40 uM y alrededor de 75 uM.

[0138] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA esta presente en una
cantidad de alrededor de 10 uM, alrededor de 15 yuM, alrededor de 20 uM, alrededor de
25 uM, alrededor de 30 uM, alrededor de 35 uM, alrededor de 401uM, alrededor de 45
UM, alrededor de 50 uM, alrededor de 55 M, alrededor de 60 uM, alrededor de 65 uM,
alrededor de 70 pyM, alrededor de 75 uM, alrededor de 80 uM, alrededor de 85 uM,
alrededor de 90 uM, alrededor de 95 uM o alrededor de 100 puM.

[0139] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA esta presente en una
cantidad de al menos alrededor de 15 uM, al menos alrededor de 20 uM, al menos
alrededor de 25 pM, al menos alrededor de 30 pM, al menos alrededor de 35 pM, al
menos alrededor de 40 pM, al menos alrededor de 45 pM, al menos alrededor de 50
pUM, al menos alrededor de 55 UM, al menos alrededor de 60 uM, al menos alrededor de
65 pM, al menos alrededor de 70 UM o al menos alrededor de 75 pM.

[0140] En aspectos especificos, el quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico,
por ejemplo, DTPA, esta presente en una cantidad de 50 pM.

[0141] En algunos aspectos, el pH de una formulacion divulgada en la presente esta

por encima de alrededor de 6,5, por encima de alrededor de 6,6, por encima de
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alrededor de 6,7, por encima de alrededor de 6,8, por encima de alrededor de 6,9, por
encima de alrededor de 7,0, por encima de alrededor de 7,1, por encima de alrededor
de 7,2, por encima de alrededor de 7,3, por encima de alrededor de 7,4 o por encima de
alrededor de 7,5. En algunos aspectos, el pH de la formulacién esta por encima de 6,5,
por encima de 6,6, por encima de 6,7, por encima de 6,8, por encima de 6,9, por encima
de 7,0, por encima de 7,1, por encima de 7,2, por encima de 7,3, por encima de 7,4 o
por encima de 7,5. En algunos aspectos, el pH de la formulacién es alrededor de 6,5,
alrededor de 6,6, alrededor de 6,7, alrededor de 6,8, alrededor de 6,9, alrededor de 7,0,
alrededor de 7,1, alrededor de 7,2, alrededor de 7,3, alrededor de 7,4 o alrededor de
7,5.

[0142] En algunos aspectos, el pH de la formulacion esta entre alrededor de 6,5y
alrededor de 7,5, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,5, alrededor de 6,7 y alrededor de
7,5, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,5, alrededor de 6,9 y alrededor de 7,5, alrededor
de 7,0 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,1 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,2 y
alrededor de 7,5, alrededor de 7,3 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,4 y alrededor de
7,5, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,4, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,3, alrededor
de 6,5 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,1, alrededor de 6,5 y
alrededor de 7,0, alrededor de 6,5 y alrededor de 6,9, alrededor de 6,5 y alrededor de
6,8, alrededor de 6,5 y alrededor de 6,7, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,4, alrededor
de 6,7 y alrededor de 7,4, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,4, alrededor de 6,9 y
alrededor de 7,4, alrededor de 7,0 y alrededor de 7,4, alrededor de 7,1 y alrededor de
7,4, alrededor de 7,2 y alrededor de 7,4, alrededor de 7,3 y alrededor de 7,4, alrededor
de 6,5 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,7 y
alrededor de 7,3, alrededor de 6,7 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,8 y alrededor de
7,3, alrededor de 6,9 y alrededor de 7,3, alrededor de 7,0 y alrededor de 7,3, alrededor
de 7,1 y alrededor de 7,3, alrededor de 7,2 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,5y
alrededor de 7,2, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,7 y alrededor de
7,2, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,9 y alrededor de 7,2, alrededor
de 7,0 y alrededor de 7,2, alrededor de 7,1 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,9 y
alrededor de 7,1 o alrededor de 7,0 y alrededor de 7,1.

[0143] En algunos aspectos, el pH de la formulacion es alrededor de 6,8, alrededor de
6,9, alrededor de 7,0, alrededor de 7,1, alrededor de 7,2, alrededor de 7,3, alrededor de
7,4, o alrededor de 7,5. En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica es mas
estable que una formulacion de referencia con un pH de 6,5.

[0144] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica ademas comprende un
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tensioactivo. La expresion "tensioactivo”, como se usa en la presente, significa cualquier
compuesto, generalmente una molécula anfipatica, que reduce la tensién en superficie
cuando se disuelve o suspende en agua o soluciones de agua, o que reduce la tensién
interfacial entre dos liquidos, o entre un liquido y un sdélido. En el contexto de la presente
divulgacién, un tensioactivo es cualquier compuesto que disminuye la tension y
cizallamiento interfacial en una solucién que comprende un polipéptido FGF-21, por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21.

[0145] En algunos aspectos, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico, es decir, es un
tensioactivo que tiende a no tener carga neta en soluciones neutrales. En algunos
aspectos, el tensioactivo no anionico es un polisorbato. Los polisorbatos son una clase
importante de tensioactivos no idnicos usados ampliamente en productos farmacéuticos
de proteina para estabilizar las proteinas contra la agregacion inducida por interfaz y
para minimizar la adsorcién en superficie de proteinas (Wang W 2005. Protein
aggregation and its inhibition in biopharmaceutics. Int J Pharm 289 (1-2):1-30). Los
polisorbatos son tensioactivos anfipilicos no iénicos compuestos por ésteres de acido
graso de polioxietileno (POE) sorbitan. Los polisorbatos disponibles en el comercio son
mezclas quimicamente diversas, principalmente ésteres de &cido graso de POE
sorbitan.

[0146] Como se usa en la presente, la expresion "polisorbato” se refiere a ésteres de
oleato de sorbitol y sus anhidridos, generalmente copolimerizados con 6xido de etileno.
Los polisorbatos de ejemplo incluyen polisorbato 20 (TWEEN 20; PS20) (monolaurato
de polioxietileno (20) sorbitan); polisorbato 40 (TWEEN 40; PS40) (monopalmitato de
polioxietileno (20) sorbitan); polisorbato 60 (TWEEN 60; PS60) (monoestearato de
polioxietileno (20) sorbitan); y polisorbato 80 (TWEEN 80; PS80) (monooleato de
polioxietileno (20) sorbitan).

[0147] El nimero 20 luego de la parte de “polioxietileno” se refiere al nimero total de
los grupos de oxietileno -(CH,CH,O)- que se encuentran en la molécula. El nimero que
sigue a la parte de “polisorbato” se refiere al tipo &cido graso asociado a la parte de
polioxietileno sorbitan de la molécula. El monolaurato se indica con 20, monopalmitato
se indica con 40, monostearato con 60 y monooleato con 80. En algunos aspectos, el
tensioactivo no ionico esta presente en una cantidad por encima de la concentracion
micelar critica (CMC), que para ésteres de &cido graso de polioxietileno sorbitan es
aproximadamente una cantidad de al menos 0,01 mg/ml. Ver Wan and Lee, Journal of
Pharm Sci, 63, p.136, 1974.

[0148] En algunos aspectos, el polisorbato es polisorbato 80 (PS80). En algunos
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aspectos, el tensioactivo polisorbato 80 esta presente en una cantidad de alrededor de
0,01 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,02 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor
0,03 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,04 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor
0,05 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,06 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor
0,07 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,08 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor
0,09 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,02 % a alrededor de 0,09 % (p/v),
alrededor 0,03 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,04 % a alrededor de 0,09 %
(p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,06 % a alrededor de
0,09 % (p/v), alrededor 0,07 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,08 % a alrededor
de 0,09 % (p/v), alrededor 0,03 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,04 % a
alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,06
% a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,07 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor
0,04 % a alrededor de 0,07 % (p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,07 % (p/v),
alrededor 0,06 % a alrededor de 0,07 % (p/v) o alrededor 0,05 % a alrededor de 0,06 %
(p/v).

[0149] En algunos aspectos, el tensioactivo polisorbato 80 esta presente en una
cantidad de al menos alrededor de 0,01 % (p/v), al menos alrededor de 0,02 % (p/v), al
menos alrededor de 0,03 % (p/v), al menos alrededor de 0,04 % (p/v), al menos
alrededor de 0,05 % (p/v), al menos alrededor de 0,06 % (p/v), al menos alrededor de
0,07 % (p/v), al menos alrededor de 0,08 % (p/v), al menos alrededor de 0,09 % (p/v) o
al menos alrededor de 0,1 % (p/v).

[0150] En algunos aspectos, el tensioactivo, por ejemplo, polisorbato 80, mitiga la
formacion de particulas y/o burbujas de aire, por ejemplo, cuando la formulacién se agita
en un agitador. En algunos aspectos, la presencia del tensioactivo, por ejemplo,
polisorbato 80, en la formulacién puede reducir la formacion de particulas al menos 10
%, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al
menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos
65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %,
al menos 95 % o 100 % en comparacion con el nivel de formacion de particulas en una
formulacion de referencia. En algunos aspectos, la presencia del tensioactivo, por
ejemplo, polisorbato 80, en la formulacion puede reducir la formaciéon de burbujas de
aire al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al
menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos
60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %,

al menos 90 %, al menos 95 % o 100 % en comparacion con el nivel de formacién de
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burbujas en una formulacion de referencia.

[0151] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica también comprende un agente
amortiguador de aminoacidos. Los aminoacidos se pueden usar, de manera ventajosa,
como amortiguadores en aplicaciones farmacéuticas porque presentan naturalmente
sustancias que se pueden metabolizar facilmente. Asimismo, los aminoacidos que se
usan como amortiguadores también pueden proteger proteinas en la fase amorfa si la
formulacion es liofilizada. Un amortiguador de aminoacidos adecuado puede contener
histidina, lisina y/o arginina. La histidina tiene una buena capacidad de amortiguacion
alrededor de pH 7.

[0152] Como se usa en la presente, el término "histidina" comprende ya sea L-histidina
o D-histidina, una forma solvatada de histidina, una forma hidratada (por ejemplo,
monohidrato) de histidina o una forma anhidra de histidina, o una mezcla de estas. Otros
amortiguadores adecuados en las formulaciones de la presente divulgacion son
glutamato, Tris 0 succinato, solo por mencionar algunos.

[0153] En algunos aspectos especificos, el agente amortiguador de aminoacidos es L-
histidina.

[0154] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esta presente en una
cantidad de alrededor de 10 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 15
mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 25 mM a alrededor de 100 mM, alrededor de 30 mM a alrededor
de 100 mM de histidina, alrededor de 35 mM a alrededor de 100 mM de histidina,
alrededor de 40 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor
de 100 mM de histidina, alrededor de 50 mM a alrededor de 100 mM de histidina,
alrededor de 55 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 60 mM a alrededor
de 100 mM de histidina, alrededor de 65 mM a alrededor de 100 mM de histidina,
alrededor de 70 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 75 mM a alrededor
de 100 mM de histidina, alrededor de 80 mM a alrededor de 100 mM de histidina,
alrededor de 85 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 90 mM a alrededor
de 100 mM de histidina o alrededor de 95 mM a alrededor de 100 mM de histidina.
[0155] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esté presente en una
cantidad de alrededor de 20 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 25 mM
a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 30 mM a alrededor de 90 mM de
histidina, alrededor de 35 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 40 mM a
alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 90 mM de histidina,

alrededor de 50 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 55 mM a alrededor
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de 90 mM de histidina, alrededor de 60 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor
de 65 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 70 mM a alrededor de 90
mM de histidina, alrededor de 75 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de
80 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 85 mM a alrededor de 90 mM
de histidina, alrededor de 30 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 35
mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 40 mM a alrededor de 80 mM de
histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 80 mM de histidina.

[0156] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esta presente en una
cantidad de alrededor de 50 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 55 mM
a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 60 mM a alrededor de 80 mM de
histidina, alrededor de 65 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 70 mM a
alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 75 mM a alrededor de 80 mM de histidina,
alrededor de 40 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor
de 70 mM de histidina, alrededor de 50 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor
de 55 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 60 mM a alrededor de 70
mM de histidina, alrededor de 65 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de
10 mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor de 15 mM a alrededor de 30 mM
de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor de 25
mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor de 15 mM a alrededor de 25 mM de
histidina o alrededor de 20 mM a alrededor de 25 mM.

[0157] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esta presente en una
cantidad de alrededor de 15 mM a alrededor de 20 mM de histidina, alrededor de 40 mM
a alrededor de 60 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 60 mM de
histidina, alrededor de 50 mM a alrededor de 60 mM de histidina, alrededor de 15,5 mM
a alrededor de 24,5 mM de histidina, alrededor de 16 mM a alrededor de 24 mM de
histidina, alrededor de 16,5 mM a alrededor de 23,5 mM de histidina, alrededor de 17
mM a alrededor de 23 mM de histidina, alrededor de 17,5 mM a alrededor de 22,5 mM
de histidina, alrededor de 18 mM a alrededor de 22 mM de histidina, alrededor de 18,5
mM a alrededor de 21,5 mM de histidina, alrededor de 19 mM a alrededor de 21 mM de
histidina o alrededor de 19,5 mM a alrededor de 20,5 mM de histidina.

[0158] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina esté presente en una
cantidad de alrededor de 10 mM de histidina, alrededor de 11 mM de histidina, alrededor
de 12 mM de histidina, alrededor de 13 mM de histidina, alrededor de 14 mM de histidina,
alrededor de 15 mM de histidina, alrededor de 16 mM de histidina, alrededor de 17 mM

de histidina, alrededor de 18 mM de histidina, alrededor de 19 mM de histidina, alrededor
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de 20 mM de histidina, alrededor de 21 mM de histidina, alrededor de 22 mM de histidina,
alrededor de 23 mM de histidina, alrededor de 24 mM de histidina, alrededor de 25 mM
de histidina, alrededor de 26 mM de histidina, alrededor de 27 mM de histidina, alrededor
de 28 mM de histidina, alrededor de 29 mM de histidina, alrededor de 30 mM de histidina,
alrededor de 31 mM de histidina, alrededor de 32 mM de histidina, alrededor de 33 mM
de histidina, alrededor de 34 mM de histidina, alrededor de 35 mM de histidina, alrededor
de 36 mM de histidina, alrededor de 37 mM de histidina, alrededor de 38 mM de histidina,
alrededor de 39 mM de histidina, alrededor de 40 mM de histidina, alrededor de 41 mM
de histidina, alrededor de 42 mM de histidina, alrededor de 43 mM de histidina, alrededor
de 44 mM de histidina, alrededor de 45 mM de histidina, alrededor de 46 mM de histidina,
alrededor de 47 mM de histidina, alrededor de 48 mM de histidina, alrededor de 49 mM
de histidina o alrededor de 50 mM de histidina.

[0159] En algunos aspectos, la formulacién farmacéutica también comprende un
regulador osmético (también conocido en el estado de la técnica como agente de
tonicidad). De acuerdo con la presente divulgacion, el regulador osmético (agente de
tonicidad) puede comprender un poliol, un sacarido, un carbohidrato, una sal, tal como
cloruro de sodio, 0 mezclas de estos. Los polioles de ejemplo comprenden aquellos con
un peso molecular que es menor de alrededor de 600 kD (por ejemplo, en el rango de
120 a 400 kD), por ejemplo, manitol, trehalosa, sorbitol, eritritol, isomalta, lactitol,
mailtitol, xilitol, glicerol, lactitol, propilenglicol, polietilenglicol, inositol, 0 mezclas de estos.
[0160] Los reguladores osméticos de sacaridos o carbohidratos comprenden
monosacaridos, disacaridos y polisacaridos, 0 mezclas de estos. En algunos aspectos,
el sacarido o carbohidrato se selecciona del grupo que consiste en fructosa, glucosa,
manosa, sacarosa, sorbosa, xilosa, lactosa, maltosa, sacarosa, dextrano, pululano,
dextrina, ciclodextrinas, almidén soluble, hidroxietil-almidén, glucanos hidrosolubles, y
mezclas de estos.

[0161] En algunos aspectos, el regulador osmoético comprende un sacarido
seleccionado del grupo de azucar reductor o aztcar no reductor o mezclas de estos. En
algunos aspectos, el regulador osmético, el agente de tonicidad, comprende un sacarido
gue es un azucar no reductor, preferentemente, un azucar seleccionado del grupo que
consiste en sacarosa, trehalosa y mezclas de estos. En algunos aspectos especificos,
el azucar no reductor es sacarosa.

[0162] En algunos aspectos, el regulador osmaético sacarosa esta presente en una
cantidad de alrededor de 100 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 200

mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de 1 M de
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sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 500 mM
a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 600 mM a alrededor de 1 M de sacarosa,
alrededor de 700 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 800 mM a alrededor
de 1 M de sacarosa, alrededor de 900 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor
de 200 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de
900 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa,
alrededor de 500 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM a
alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 700 mM a alrededor de 900 mM de
sacarosa, alrededor de 800 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300
mM a alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 800 mM
de sacarosa, alrededor de 500 mM a alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de
600 mM a alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 700 mM a alrededor de 800
mM de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor
de 500 mM a alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM a alrededor de
700 mM de sacarosa o alrededor de 500 mM a alrededor de 600 mM de sacarosa.
[0163] En algunos aspectos, el regulador osmético sacarosa esta presente en una
cantidad de alrededor de 100 mM de sacarosa, alrededor de 150 mM de sacarosa,
alrededor de 200 mM de sacarosa, alrededor de 250 mM de sacarosa, alrededor de 300
mM de sacarosa, alrededor de 350 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM de sacarosa,
alrededor de 450 mM de sacarosa, alrededor de 500 mM de sacarosa, alrededor de 550
mM de sacarosa, alrededor de 600 mM de sacarosa, alrededor de 650 mM de sacarosa,
alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 750 mM de sacarosa, alrededor de 800
mM de sacarosa, alrededor de 850 mM de sacarosa, alrededor de 900 mM de sacarosa,
alrededor de 950 mM de sacarosa o alrededor de 1M de sacarosa.

[0164] En algunos aspectos de las formulaciones farmacéuticas divulgadas en la
presente, el polipéptido FGF-21 es un polipéptido FGF-21 modificado. Numerosos
polipéptidos FGF-21 modificados conocidos en el estado de la técnica se pueden usar
en las formulaciones divulgadas en la presente, por ejemplo, aquellos divulgados en las
patentes estadounidenses N.° 8.012.931 y 9.434.788, que se incorporan en la presente
por referencia en su totalidad. El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) se
describi6 en la literatura (Nishimura et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1492:203-206
(2000); WO 01/36640; y WO 01/18172 y la publicacién de patente estadounidense N.°
20040259780, que se incorporan en la presente por referencia en su totalidad). A
diferencia de otros FGF, se informé que FGF-21 no tiene efectos proliferativos u
oncégenos (Ornitz e Itoh, Genome Biology 2001, 2(3): resefias 3005.1-3005.12).
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[0165] Determinados polipéptidos FGF-21 y usos de estos se describen en la
publicacion de patente estadounidense N.° 20010012628, patente estadounidense N.°
6.716.626, publicacién de patente estadounidense N.° 2004/0259780, WO 03/011213,
Kharitonenkov et al. J Clin Invest., junio de 2005; 115(6): 1627-35, WO 03/059270,
publicacion de patente estadounidense N.° 2005/0176631, WO 2005/091944, WO
2007/0293430, publicacion de patente estadounidense N.° 2007/0293430,
WO/2008/121563, patente estadounidense N.° 4.904.584, WO 99/67291, WO 99/03887,
WO 00/26354 y patente estadounidense N.©5.218.092, que se incorporan por referencia
en la presente en su totalidad.

[0166] FGF-21 adicionales se pueden formular como se divulga en la presente solicitud
como se describe con mayor detalle a continuacion.

[0167] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado comprende un
polipéptido que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos
alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos
alrededor de 95 %, al menos alrededor de 96 %, al menos alrededor de 97 %, al menos
alrededor de 98 % o al menos alrededor de 99 % de identidad de secuencia de
aminodcidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, en
donde el polipéptido tiene actividad de FGF-21.

[0168] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado consiste, o consiste
esencialmente, en un polipéptido que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos
alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos
alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 96 %, al menos
alrededor de 97 %, al menos alrededor de 98 %, o al menos alrededor de 99 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 3, en donde el polipéptido tiene actividad de FGF-21.

[0169] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado esta ligado a una porcion
de extension de semivida, por ejemplo, por medio de la cadena lateral de un aminoacido
codificado de manera no natural en la secuencia del polipéptido FGF-21. Las porciones
de extension de semivida que se pueden unir a un polipéptido FGF-21 modificado de la
presente divulgacion, por ejemplo, el polipéptido FGF-21 de SEQ ID NO: 1, comprende,
por ejemplo, albumina, una regién constante de inmunoglobulina o una porcion de esta,
un polipéptido de unién a inmunoglobulina, una inmunoglobulina G (IgG), un polipéptido
de unién a albumina (ABP), una porcién de PASilacién, una porcion de HESilacion,
XTEN, una region Fc, y cualquier combinacion de estos. Las porciones de extension de

semivida que se pueden usar para modificar los polipéptidos FGF-21 se describen con

45



mayor detalle a continuacion.

[0170] En algunos aspectos, la porcion de extensién de semivida comprende un
polimero hidrosoluble, por ejemplo, un polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el
PEG tiene un peso molecular promedio entre alrededor de 10 kDa y alrededor de 40
kDa. De este modo, en algunos aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio de
alrededor de 10 kDa, alrededor de 15 kDa, alrededor de 20 kDa, alrededor de 25 kDa,
alrededor de 30 kDa, alrededor de 35 kDa o alrededor de 40 kDa.

[0171] En algunos aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio de alrededor de
30 kDa. En algunos aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio entre alrededor
de 15 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor de 20 kDa y alrededor de 40 kDa,
entre alrededor de 25 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor de 30 kDa y alrededor
de 40 kDa, entre alrededor de 35 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor de 15 kDa
y alrededor de 35 kDa, entre alrededor de 15 kDa y alrededor de 30 kDa, entre alrededor
de 15 kDa y alrededor de 25 kDa, entre alrededor de 15 kDa y alrededor de 20 kDa,
entre alrededor de 20 kDa y alrededor de 35 kDa, entre alrededor de 25 kDa y alrededor
de 35 kDa, o entre alrededor de 30 kDa y alrededor de 35 kDa.

[0172] En algunos aspectos, la porcidn de extension de semivida, por ejemplo, PEG, se
une al polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado de SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 2) por medio de un aminoécido codificado no natural, por ejemplo,
un derivado de fenilalanina. En algunos aspectos, el derivado de fenilalanina es para-
acetil-L-fenilalanina. En algunos aspectos, la porcién de extension de semivida esta
ligada al aminoacido codificado de manera no natural por medio de un enlace oxima. En
algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural reemplaza al
aminodcido glutamina 109 de SEQ ID NO: 3 (FGF-21 de tipo silvestre).

[0173] En algunos aspectos especificos de la presente divulgacion, el polipéptido FGF-
21 es PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2), es decir, un derivado del FGF-21 modificado de
SEQ ID NO: 1 en donde la glutamina 109 de FGF-21 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 3)
se reemplazé con para-acetil-L-fenilalanina y una cadena de PEG de 30 kDa se uni6 de
manera covalente a la para-acetil-L-fenilalanina en la posiciéon 109 por medio de un
enlace de oxima.

[0174] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21) esta presente en una concentracion entre alrededor
de 1 mg/ml y alrededor de 40 mg/ml. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta
presente en una concentracién de alrededor de 10 mg/ml, alrededor de 20 mg/ml,

alrededor de 30 mg/ml o alrededor de 40 mg/ml. En algunos aspectos, el polipéptido
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FGF-21 (por ejemplo, polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) est4
presente en una concentracion entre alrededor de 1 mg/ml y 5 mg/ml, entre alrededor
de 5 mg/ml y alrededor de 10 mg/ml, entre alrededor de 10 mg/ml y alrededor de 15
mg/ml, entre alrededor de 15 mg/ml y alrededor de 20 mg/ml, entre alrededor de 20
mg/ml y alrededor de 25 mg/ml, entre alrededor de 25 mg/ml y alrededor de 30 mg/ml,
entre alrededor de 30 mg/ml y alrededor de 35 mg/ml o entre alrededor de 35 mg/ml y
alrededor de 40 mg/ml.

[0175] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21) esta presente en una concentracion de 1 mg/ml, 2
mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11
mg/ml, 12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19
mg/ml, 20 mg/ml, 21 mg/ml, 22 mg/ml, 23 mg/ml, 24 mg/ml, 25 mg/ml, 26 mg/ml, 27
mg/ml, 28 mg/ml, 29 mg/ml, 30 mg/ml, 31 mg/ml, 32 mg/ml, 33 mg/ml, 34 mg/ml, 35
mg/ml, 36 mg/ml, 37 mg/ml, 38 mg/ml, 39 mg/ml o 40 mg/ml. En algunos aspectos, la
concentracion del polipéptido FGF-21 se determina de acuerdo con métodos conocidos
en el estado de la técnica, o los métodos especificos divulgados en la seccién de
Ejemplos de la presente memoria descriptiva.

[0176] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) esta presente en una formulacion divulgada en
la presente en una cantidad entre alrededor de 1 mg y alrededor de 40 mg por dosis. En
algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21) esta presente en una formulacién divulgada en la
presente en una cantidad entre alrededor de 1 mg y alrededor de 5 mg por dosis, entre
alrededor de 5 mg y alrededor de 10 mg por dosis, o entre alrededor de 10 mg y
alrededor de 15 mg por dosis, entre alrededor de 15 mg y alrededor de 20 mg por dosis,
0 entre alrededor de 20 mg y alrededor de 25 mg por dosis, entre alrededor de 25 mg y
alrededor de 30 mg por dosis, 0 entre alrededor de 30 mg y alrededor de 35 mg por
dosis, o entre alrededor de 35 mg y alrededor de 40 mg por dosis. En algunos aspectos,
el polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-
FGF-21, esta presente en una formulacion divulgada en la presente en una cantidad
mayor de 40 mg por dosis.

[0177] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) esta presente en una formulacion divulgada en
la presente en una cantidad de alrededor de 1 mg por dosis, alrededor de 2 mg por

dosis, alrededor de 3 mg por dosis, alrededor de 4 mg por dosis, alrededor de 5 mg por
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dosis, alrededor de 6 mg por dosis, alrededor de 7 mg por dosis, alrededor de 8 mg por
dosis, alrededor de 9 mg por dosis, alrededor de 10 mg por dosis, alrededor de 11 mg
por dosis, alrededor de 12 mg por dosis, alrededor de 13 mg por dosis, alrededor de 14
mg por dosis, alrededor de 15 mg por dosis, alrededor de 16 mg por dosis, alrededor de
17 mg por dosis, alrededor de 18 mg por dosis, alrededor de 19 mg por dosis, alrededor
de 20 mg por dosis, alrededor de 21 mg por dosis, alrededor de 22 mg por dosis,
alrededor de 23 mg por dosis, alrededor de 24 mg por dosis, alrededor de 25 mg por
dosis, alrededor de 26 mg por dosis, alrededor de 27 mg por dosis, alrededor de 28 mg
por dosis, alrededor de 29 mg por dosis, alrededor de 30 mg por dosis, alrededor de 31
mg por dosis, alrededor de 32 mg por dosis, alrededor de 33 mg por dosis, alrededor de
34 mg por dosis, alrededor de 35 mg por dosis, alrededor de 36 mg por dosis, alrededor
de 37 mg por dosis, alrededor de 38 mg por dosis, alrededor de 39 mg por dosis o
alrededor de 40 mg por dosis.

[0178] En algunos aspectos, la formulacién farmacéutica se formula para administracion
subcutdnea. Como se analiza a continuacion, otras de las formulaciones farmacéuticas
divulgadas en la presente se pueden administrar por otras vias. En algunos aspectos,
la formulacion farmacéutica se formula para administracion subcutanea, por ejemplo,
con una jeringa de seguridad. En algunos aspectos, la formulacion se formula para
administracion diaria o semanal, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, dias, una vez por
semana o0 una vez cada dos semanas. En algunos aspectos, la formulaciéon es una
formulacion acuosa.

[0179] En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona una formulaciéon
farmacéutica que comprende (i) un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21; (ii) histidina en una concentracién entre
alrededor de 10 mM y alrededor de 50 mM; (iii) sacarosa en una concentracion entre
alrededor de 100 mM y alrededor de 1M; (iv) polisorbato 80 en una concentracién entre
alrededor de 0,01 % y alrededor de 0,1 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracién entre
alrededor de 10 uM y alrededor de 100 pM; en donde el pH de la formulacién esta entre
alrededor de 6,7 y alrededor de 7,5.

[0180] También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (i) un
polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-
21; (ii) histidina en una concentracion de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una
concentracion de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion de
alrededor de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en

donde el pH es alrededor de 7,1.
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[0181] También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (i) un
polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-
21; (ii) histidina en una concentracién de 20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de
600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una
concentraciéon de 50 uM; en donde el pH es 7,1.

[0182] También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (i) un
polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-
21; (ii) histidina en una concentracion de alrededor de 20 mM; vy (iii) sacarosa en una
concentracién de alrededor de 600 mM; en donde el pH es alrededor de 7,0.

[0183] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) un
polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-
21; (i) histidina en una concentracién de 20 mM; y (iii) sacarosa en una concentracion
de 600 mM; en donde el pH es 7,0.

[0184] En algunos aspectos especificos, la presente divulgacion proporciona una
formulacion farmacéutica que comprende (i) PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) en una
concentracion de alrededor de 10 mg/ml; (ii) histidina en una concentracion de alrededor
de 20 mM,; (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato
80 en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion
de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de 7,1.

[0185] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF-21 en una concentracion de alrededor de 20 mg/ml; (ii) histidina en una
concentracion de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una concentracion de alrededor
de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion de alrededor de 0,05 % (p/v); y (V)
DTPA en una concentraciéon de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de
7,1.

[0186] También se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF-21 en una concentracién de 10 mg/ml; (ii) histidina en una concentracién de 20
mM; (iii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una
concentracion de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el
pHes 7,1

[0187] También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende (i) PEG-
FGF21 en una concentracion de 20 mg/ml; (i) histidina en una concentracion de 20 mM;
(iii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una concentracion
de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el pH es 7,1.

[0188] La presente divulgacion también proporciona una formulacion farmacéutica
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preparada de acuerdo con cualquiera de los métodos para mejorar la estabilidad de una
formulaciéon que comprende FGF-21 (por ejemplo, FGF-21 modificado, tal como PEG-
FGF-21) divulgada a continuacion.

[I. Métodos de elaboracién

[0189] La presente divulgacion también proporciona métodos para mejorar 0 aumentar
la estabilidad de una formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21,
por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que
comprenden mezclar un quelante de cationes acido aminopolicarboxilico, por ejemplo,
DTPA, en donde la formulacién tiene una estabilidad mejorada en comparacion con una
formulacion de referencia que no contiene el quelante de cationes acido
aminopolicarboxilico. Estos métodos de estabilizacion comprenden (i) la mezcla de un
guelante de cationes de &cido aminopolicarboxilico con la formulacion, (ii) la mezcla de
un polisorbato tensioactivo, por ejemplo, polisorbato 80, (iii) ajustar el pH de la
formulacion a aproximadamente 7,1, o (iv) cualquier combinacion de estos.

[0190] En algunos aspectos, una formulacion farmacéutica descrita en la presente se
elabora por medio del proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para
alcanzar una concentracion final de alrededor de 10 mg/ml; (ii) histidina en una cantidad
para alcanzar una concentracion final de alrededor de 20 mM; (iii) sacarosa en una
cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 600 mM; (iv) polisorbato
80 en una cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 0,05 % (p/v);
y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 50
uM; y ajustar el pH a alrededor de 7,1.

[0191] En algunos aspectos, una formulacion farmacéutica descrita en la presente se
elabora por medio del proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para
alcanzar una concentracion final de alrededor de 20 mg/ml; (ii) histidina en una cantidad
para alcanzar una concentracion final de alrededor de 20 mM,; (iii) sacarosa en una
cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 600 mM,; (iv) polisorbato
80 en una cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 0,05 % (p/v);
y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una concentracion final de alrededor de 50
uM; y ajustar el pH a alrededor de 7,1.

[0192] En algunos aspectos, una formulacion farmacéutica descrita en la presente se
elabora por medio del proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para
alcanzar una concentracion final de 10 mg/ml; (ii) histidina en una cantidad para alcanzar
una concentracion final de 20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar una
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concentracion final de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una
concentracion final de 50 uM; y ajustar el pH a alrededor de 7,1.

[0193] En algunos aspectos, una formulacion farmacéutica descrita en la presente se
elabora por medio del proceso de mezclar (i) PEG-FGF-21 en una cantidad para
alcanzar una concentracion final de 20 mg/mil; (i) histidina en una cantidad para alcanzar
una concentracion final de 20 mM; (iii) sacarosa en una cantidad para alcanzar una
concentracion final de 600 mM; (iv) polisorbato 80 en una cantidad para alcanzar una
concentracién final de 0,05 % (p/v); y (v) DTPA en una cantidad para alcanzar una
concentracion final de 50 uM; y ajustar el pH a alrededor de 7,1.

[0194] Como se usa en la presente, el término "mezclar” se refiere a la combinacién de
los componentes de las formulaciones divulgadas en la presente sin orden
predeterminado para lograr las concentraciones divulgadas mediante cualquier medio
conocido en el estado de la técnica. Por ejemplo, los excipientes en una formulacién
farmacéutica divulgada en la presente se pueden agregar de manera secuencial o
simultdnea a una solucién de polipéptido FGF-21. De manera alternativa, una solucién
concentrada de polipéptido FGF-21 se puede agregar a una solucién que comprende la
totalidad o parte de los excipientes en la formulacién. En otros aspectos, los excipientes
se pueden incorporar a la formulacion usando, por ejemplo, dialisis o filtracion.

[0195] En algunos aspectos, las mejoras en la estabilidad que derivan de la aplicacion
del método divulgado comprenden, por ejemplo, (i) un aumento en la estabilidad fisica
con respecto a una formulacion de referencia, (i) un aumento en la estabilidad quimica
con respecto a una formulacién de referencia, o (iii) una combinacién de estos.

[0196] En algunos aspectos, el aumento en la estabilidad fisica comprende (i)
prevencion o disminucion de agregacion de polipéptido, (ii) prevencién o disminucién de
fragmentacion de polipéptido, o (iii) una combinacion de estos. En algunos aspectos, la
agregacion de polipéptidos observada en una composicion farmacéutica divulgada en
la presente es alrededor de 90 %, alrededor de 85 %, alrededor de 80 %, alrededor de
75 %, alrededor de 70 %, alrededor de 65 %, alrededor de 60 %, alrededor de 55 %,
alrededor de 50 %, alrededor de 45 %, alrededor de 40 %, alrededor de 35 %, alrededor
de 30 %, alrededor de 25 %, alrededor de 20 %, alrededor de 15 % o alrededor de 10
% de la agregacion observada en una formulacion de referencia. En algunos aspectos,
la agregacion de polipéptidos observada en una composicion farmacéutica divulgada en
la presente es menor de 90 %, menor de 85 %, menor de 80 %, menor de 75 %, menor
de 70 %, menor de 65 %, menor de 60 %, menor de 55 %, menor de 50 %, menor de

45 %, menor de 40 %, menor de 35 %, menor de 30 %, menor de 25 %, menor de 20
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%, menor de 15 % o menor de 10 % de la agregacion observada en una formulacién de
referencia. En algunos aspectos, la fragmentacién de polipéptidos observada en una
composicion farmacéutica divulgada en la presente es alrededor de 90 %, alrededor de
85 %, alrededor de 80 %, alrededor de 75 %, alrededor de 70 %, alrededor de 65 %,
alrededor de 60 %, alrededor de 55 %, alrededor de 50 %, alrededor de 45 %, alrededor
de 40 %, alrededor de 35 %, alrededor de 30 %, alrededor de 25 %, alrededor de 20 %,
alrededor de 15 % o alrededor de 10 % de la fragmentacion observada en una
formulaciéon de referencia. En algunos aspectos, la fragmentacion de polipéptidos
observada en una composicién farmacéutica divulgada en la presente es menor de 90
%, menor de 85 %, menor de 80 %, menor de 75 %, menor de 70 %, menor de 65 %,
menor de 60 %, menor de 55 %, menor de 50 %, menor de 45 %, menor de 40 %, menor
de 35 %, menor de 30 %, menor de 25 %, menor de 20 %, menor de 15 % o menor de
10 % de la fragmentacion observada en una formulacion de referencia.

[0197] En algunos aspectos, el aumento en estabilidad quimica comprende (i)
prevencion o disminucion de desamidacién de polipéptidos, (ii) prevencion o disminucion
de oxidacion de polipéptidos, o (iii) una combinacion de estos. En algunos aspectos, la
desamidacion de polipéptidos observada en una composicion farmacéutica divulgada
en la presente es alrededor de 90 %, alrededor de 85 %, alrededor de 80 %, alrededor
de 75 %, alrededor de 70 %, alrededor de 65 %, alrededor de 60 %, alrededor de 55 %,
alrededor de 50 %, alrededor de 45 %, alrededor de 40 %, alrededor de 35 %, alrededor
de 30 %, alrededor de 25 %, alrededor de 20 %, alrededor de 15 % o alrededor de 10
% de la desamidacion observada en una formulacién de referencia. En algunos
aspectos, la desamidacion de polipéptidos observada en una composicion farmacéutica
divulgada en la presente es menor de 90 %, menor de 85 %, menor de 80 %, menor de
75 %, menor de 70 %, menor de 65 %, menor de 60 %, menor de 55 %, menor de 50
%, menor de 45 %, menor de 40 %, menor de 35 %, menor de 30 %, menor de 25 %,
menor de 20 %, menor de 15 % o menor de 10 % de la desamidacién de polipéptidos
observada en una formulacién de referencia. En algunos aspectos, la oxidacién de
polipéptidos observada en una composicion farmacéutica divulgada en la presente es
alrededor de 90 %, alrededor de 85 %, alrededor de 80 %, alrededor de 75 %, alrededor
de 70 %, alrededor de 65 %, alrededor de 60 %, alrededor de 55 %, alrededor de 50 %,
alrededor de 45 %, alrededor de 40 %, alrededor de 35 %, alrededor de 30 %, alrededor
de 25 %, alrededor de 20 %, alrededor de 15 % o alrededor de 10 % de la oxidacién de
polipéptidos observada en una formulacién de referencia. En algunos aspectos, la
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presente es menor de 90 %, menor de 85 %, menor de 80 %, menor de 75 %, menor de
70 %, menor de 65 %, menor de 60 %, menor de 55 %, menor de 50 %, menor de 45
%, menor de 40 %, menor de 35 %, menor de 30 %, menor de 25 %, menor de 20 %,
menor de 15 % o menor de 10 % de la oxidacion de polipéptidos observada en una
formulacion de referencia.

[0198] En algunos aspectos, los métodos para estabilizar (mejorar o aumentar la
estabilidad de) una formulacién divulgada en la presente pueden disminuir no solo el
nivel de degradacion, sino también la velocidad de degradacién: por ejemplo, los
métodos divulgados pueden disminuir la velocidad de desamidacién de polipéptidos,
disminuir la velocidad de oxidacion de polipéptidos, disminuir la velocidad de agregacién
de polipéptidos, disminuir la velocidad de degradacion proteolitica, o cualquier
combinacion de estos, con respecto a una formulacion de referencia.

[0199] Por ejemplo, la mezcla de un quelante de cationes de &cido aminopolicarboxilico
tal como DTPA en una formulaciéon farmacéutica divulgada en la presente puede
disminuir la velocidad de desamidacion del polipéptido FGF-21, por ejemplo, un
polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, cuando se almacena a
determinada temperatura durante un periodo de tiempo determinado con respecto a la
formulacion de referencia.

[0200] En algunos aspectos, la mezcla de una quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de desamidacién del polipéptido FGF-
21 cuando la formulacion farmacéutica se almacena, por ejemplo, a alrededor de 25 °C,
a alrededor de 30 °C, a alrededor de 35 °C, a alrededor de 40 °C o a alrededor de 45 °C
con respecto a la formulaciéon de referencia. En algunos aspectos, el quelante de
cationes de acido aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) puede disminuir la
velocidad de desamidacion del polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21, cuando la formulaciéon farmacéutica se almacena a
una temperatura por encima de 25 °C, por encima de 30 °C, por encima de 35 °C,
alrededor de 40 °C o alrededor de 45 °C con respecto a la formulacion de referencia. En
algunos aspectos, el quelante de cationes de &cido aminopolicarboxilico (por ejemplo,
DTPA) puede disminuir la velocidad de desamidacion del polipéptido FGF-21, por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, cuando la
formulacion farmacéutica se almacena entre alrededor de 20 °C y alrededor de 25 °C,
alrededor de 25 °C y alrededor de 30 °C, alrededor de 30 °C y alrededor de 35 °C, o
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alrededor de 40 °C y alrededor de 45 °C con respecto a la formulacion de referencia.
[0201] En algunos aspectos, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de desamidacién del polipéptido FGF-
21 cuando la formulacion farmacéutica se almacena a una temperatura o rango de
temperatura divulgado anteriormente durante alrededor de 1 semana, alrededor de 2
semanas, alrededor de 3 semanas, alrededor de 1 mes, alrededor de 2 meses,
alrededor de 3 meses 0 alrededor de 4 meses con respecto a la formulacién de
referencia.

[0202] En un aspecto especifico, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de desamidacion del polipéptido FGF-
21 cuando la formulacion farmacéutica se almacena a 40 °C durante alrededor de un
mes con respecto a la formulacion de referencia.

[0203] En algunos aspectos, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacion farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de agregacion de alto peso molecular
(HMW) del polipéptido FGF-21 cuando la formulacién farmacéutica se almacena a
alrededor de 25 °C, a alrededor de 30 °C, a alrededor de 35 °C, a alrededor de 40 °C o
a alrededor de 45 °C con respecto a la formulacion de referencia.

[0204] En algunos aspectos, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de agregacién de HMW del polipéptido
FGF-21 cuando la formulacién farmacéutica se almacena a una temperatura por encima
de 25 °C, por encima de 30 °C, por encima de 35 °C, alrededor de 40 °C o alrededor de
45 °C con respecto a la formulacion de referencia. En algunos aspectos, la mezcla de
un quelante de cationes de acido aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una
formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un
polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de
agregacion de HMW del polipéptido FGF-21 cuando la formulacion farmacéutica se
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25 °C y alrededor de 30 °C, alrededor de 30 °C y alrededor de 35 °C, o alrededor de 40
°C y alrededor de 45 °C con respecto a la formulacién de referencia.

[0205] En algunos aspectos, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de agregacién de HMW del polipéptido
FGF-21 cuando la formulacién farmacéutica se almacena a una temperatura o rango de
temperatura divulgado anteriormente durante alrededor de 1 semana, alrededor de 2
semanas, alrededor de 3 semanas, alrededor de 1 mes, alrededor de 2 meses,
alrededor de 3 meses, o alrededor de 4 meses con respecto a la formulacion de
referencia.

[0206] En un aspecto especifico, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede disminuir la velocidad de agregacion de HMW del polipéptido
FGF-21 cuando la formulacion farmacéutica se almacena a 40 °C durante alrededor de
un mes con respecto a la formulacion de referencia.

[0207] En algunos aspectos, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede prevenir o mitigar la oxidacién de una o mas metioninas en
el polipéptido FGF-21.

[0208] En aspectos particulares, la mezcla de un quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico (por ejemplo, DTPA) con una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) puede prevenir o mitigar la oxidacion del aminoacido 1 y/o
aminodacido 169 de SEQ ID NO: 3 (o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO:1,
2 o cualquier otro polipéptido FGF-21), por ejemplo, a 25 °C y/o a 40 °C.

[0209] Los métodos divulgados pueden usar el quelante de cationes de acido
aminopolicarboxilico DTPA. Sin embargo, en algunos otros aspectos, el quelante de
cationes de &cido aminopolicarboxilico puede ser, por ejemplo, otro quelante de cationes
de acido aminopolicarboxilico tal como EDTA, EGTA, DOTA, un compuesto relacionado
con DTPA, tal como tiuxetano, o cualquier agente quelante relacionado con DTPA y
EDTA conocido en el estado de la técnica, por ejemplo, DTPA.BMA y EDTA.BMA.

[0210] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA se puede mezclar en una
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cantidad entre alrededor de 10 uM y alrededor de 100 uM, entre 15 uM y alrededor de
95 uM, entre alrededor de 20 uM y alrededor de 90 uM, entre alrededor de 25 uM y
alrededor de 85 uM, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 80 uM, entre alrededor de
35 UM y alrededor de 75 pM, entre alrededor de 40 uM y alrededor de 70 uM, entre
alrededor de 45 uM y alrededor de 65 uM, entre alrededor de 50 uM y alrededor de 60
UM, entre alrededor de 25 uM y alrededor de 75 uM, entre alrededor de 40 uM y
alrededor de 60 uM, entre alrededor de 30 uM y alrededor de 70 uM, o entre alrededor
de 40 uM y alrededor de 75 puM.

[0211] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA se puede mezclar en una
cantidad de alrededor de 10 pM, alrededor de 15 puM, alrededor de 20 puM, alrededor de
25 uM, alrededor de 30 pM, alrededor de 35 uM, alrededor de 400 1uM, alrededor de 45
puM, alrededor de 50 uM, alrededor de 55 pM, alrededor de 60 pM, alrededor de 65 pM,
alrededor de 70 pM, alrededor de 75 uM, alrededor de 80 puM, alrededor de 85 uM,
alrededor de 90 pM, alrededor de 95 uM o alrededor de 100 pM.

[0212] En algunos aspectos, el quelante de cationes DTPA se puede mezclar en una
cantidad de al menos alrededor de 15 pM, al menos alrededor de 20 pM, al menos
alrededor de 25 pM, al menos alrededor de 30 UM, al menos alrededor de 35 pM, al
menos alrededor de 40 uM, al menos alrededor de 45 uM, al menos alrededor de 50
UM, al menos alrededor de 55 UM, al menos alrededor de 60 uM, al menos alrededor de
65 uM, al menos alrededor de 70 UM o al menos alrededor de 75 uM.

[0213] En un aspecto especifico, el quelante de cationes de &cido aminopolicarboxilico,
por ejemplo, DTPA, se mezcla en una cantidad de 50 uM.

[0214] En algunos aspectos de los métodos divulgados en la presente, el pH de la
formulacion se ajusta a un pH por encima de alrededor de 6,5, por encima de alrededor
de 6,6, por encima de alrededor de 6,7, por encima de alrededor de 6,8, por encima de
alrededor de 6,9, por encima de alrededor de 7,0, por encima de alrededor de 7,1, por
encima de alrededor de 7,2, por encima de alrededor de 7,3, por encima de alrededor
de 7,4 o por encima de alrededor de 7,5.

[0215] En algunos aspectos, el pH de la formulacién se ajusta a un pH por encima de
6,5, por encima de 6,6, por encima de 6,7, por encima de 6,8, por encima de 6,9, por
encima de 7,0, por encima de 7,1, por encima de 7,2, por encima de 7,3, por encima de
7,4 o por encima de 7,5.

[0216] En algunos aspectos, el pH de la formulacién se ajusta a una pH de 6,5, 6,6, 6,7,
6,8,69,70,71,72,7,3,7,407,5.

[0217] En algunos aspectos, el pH de la formulacion se ajusta a un pH entre alrededor
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de 6,5 y alrededor de 7,5, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,5, alrededor de 6,7 y
alrededor de 7,5, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,5, alrededor de 6,9 y alrededor de
7,5, alrededor de 7,0 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,1 y alrededor de 7,5, alrededor
de 7,2 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,3 y alrededor de 7,5, alrededor de 7,4 y
alrededor de 7,5, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,4, alrededor de 6,5 y alrededor de
7,3, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,1, alrededor
de 6,5 y alrededor de 7,0, alrededor de 6,5 y alrededor de 6,9, alrededor de 6,5 y
alrededor de 6,8, alrededor de 6,5 y alrededor de 6,7, alrededor de 6,6 y alrededor de
7,4, alrededor de 6,7 y alrededor de 7,4, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,4, alrededor
de 6,9 y alrededor de 7,4, alrededor de 7,0 y alrededor de 7,4, alrededor de 7,1y
alrededor de 7,4, alrededor de 7,2 y alrededor de 7,4, alrededor de 7,3 y alrededor de
7,4, alrededor de 6,5 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,3, alrededor
de 6,7 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,7 y alrededor de 7,3, alrededor de 6,8 y
alrededor de 7,3, alrededor de 6,9 y alrededor de 7,3, alrededor de 7,0 y alrededor de
7,3, alrededor de 7,1 y alrededor de 7,3, alrededor de 7,2 y alrededor de 7,3, alrededor
de 6,5 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,6 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,7 y
alrededor de 7,2, alrededor de 6,8 y alrededor de 7,2, alrededor de 6,9 y alrededor de
7,2, alrededor de 7,0 y alrededor de 7,2, alrededor de 7,1 y alrededor de 7,2, alrededor
de 6,9 y alrededor de 7,1, o alrededor de 7,0 y alrededor de 7,1.

[0218] En algunos aspectos, el pH de la formulacién se ajusta a un pH de alrededor de
6,8, alrededor de 6,9, alrededor de 7,0, alrededor de 7,1, alrededor de 7,2, alrededor de
7,3, alrededor de 7,4 o alrededor de 7,5. En algunos aspectos, la formulacion
farmacéutica, después de ajustar el pH, es mas estable que una formulacién de
referencia con un pH de 6,5.

[0219] En algunos aspectos, el pH de la formulaciéon se ajusta a un pH de 6,8, 6,9, 7,0,
71,7.2,73,7,407,5. En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica, después de
ajustar el pH, es mas estable que una formulacion de referencia con un pH de 6,5.
[0220] En algunos aspectos, el método para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) ademéas comprende mezclar un tensioactivo. En
algunos aspectos, el tensioactivo mezclado es un tensioactivo no iénico, es decir, un
tensioactivo que tiende a no tener carga neta en soluciones neutrales. En algunos
aspectos, el tensioactivo mezclado no aniénico es un polisorbato. En algunos aspectos,
el tensioactivo no iénico se mezcla en una cantidad por encima de la concentracién

micelar critica (CMC), que para ésteres de acido graso de polioxietileno sorbitan es
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aproximadamente una cantidad de al menos 0,01 mg/ml. Ver Wan and Lee, Journal of
Pharm Sci, 63, p.136, 1974. En algunos aspectos de los presentes métodos, el
polisorbato es polisorbato 80 (PS80).

[0221] En algunos aspectos, el tensioactivo PS80 se mezcla con la formulacion
farmacéutica en una cantidad de alrededor de 0,01 % a alrededor de 0,1 % (p/v),
alrededor 0,02 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,03 % a alrededor de 0,1 %
(p/v), alrededor 0,04 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,1
% (p/v), alrededor 0,06 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,07 % a alrededor de
0,1 % (p/v), alrededor 0,08 % a alrededor de 0,1 % (p/v), alrededor 0,09 % a alrededor
de 0,1 % (p/v), alrededor 0,02 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,03 % a
alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,04 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,05
% a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,06 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor
0,07 % a alrededor de 0,09 % (p/v), alrededor 0,08 % a alrededor de 0,09 % (p/v),
alrededor 0,03 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,04 % a alrededor de 0,08 %
(p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,06 % a alrededor de
0,08 % (p/v), alrededor 0,07 % a alrededor de 0,08 % (p/v), alrededor 0,04 % a alrededor
de 0,07 % (p/v), alrededor 0,05 % a alrededor de 0,07 % (p/v), alrededor 0,06 % a
alrededor de 0,07 % (p/v) o alrededor 0,05 % a alrededor de 0,06 % (p/v).

[0222] En algunos aspectos, el tensioactivo polisorbato 80 se mezcla en una cantidad
de al menos alrededor de 0,01 % (p/v), al menos alrededor de 0,02 % (p/v), al menos
alrededor de 0,03 % (p/v), al menos alrededor de 0,04 % (p/v), al menos alrededor de
0,05 % (p/v), al menos alrededor de 0,06 % (p/v), al menos alrededor de 0,07 % (p/v),
al menos alrededor de 0,08 % (p/v), al menos alrededor de 0,09 % (p/v) o al menos
alrededor de 0,1 % (p/v). En algunos aspectos, el tensioactivo, por ejemplo, PS80, se
mezcla en una cantidad suficiente para mitigar o prevenir la formacion de particulas y/o
burbujas de aire, por ejemplo, cuando la formulacion se agita (por ejemplo, en un
agitador).

[0223] En algunos aspectos, el método para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) también comprende mezclar un agente
amortiguador de aminoécidos, por ejemplo, histidina (es decir, L-histidina, D-histidina,
una histidina solvatada, una histidina hidratada, una histidina anhidra o una mezcla de
estos).

[0224] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina se mezcla en una
cantidad de alrededor de 10 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 15
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mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 25 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 30 mM
a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 35 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 40 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 45 mM
a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 50 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 55 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 60 mM
a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 65 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 70 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 75 mM
a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 80 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 85 mM a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 90 mM
a alrededor de 100 mM de histidina, alrededor de 95 mM a alrededor de 100 mM de
histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 25 mM a
alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 30 mM a alrededor de 90 mM de histidina,
alrededor de 35 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 40 mM a alrededor
de 90 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor
de 50 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 55 mM a alrededor de 90
mM de histidina, alrededor de 60 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de
65 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 70 mM a alrededor de 90 mM
de histidina, alrededor de 75 mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 80
mM a alrededor de 90 mM de histidina, alrededor de 85 mM a alrededor de 90 mM de
histidina, alrededor de 30 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 35 mM a
alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 40 mM a alrededor de 80 mM de histidina,
alrededor de 45 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 50 mM a alrededor
de 80 mM de histidina, alrededor de 55 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor
de 60 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 65 mM a alrededor de 80
mM de histidina, alrededor de 70 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de
75 mM a alrededor de 80 mM de histidina, alrededor de 40 mM a alrededor de 70 mM
de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 50
mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 55 mM a alrededor de 70 mM de
histidina, alrededor de 60 mM a alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 65 mM a
alrededor de 70 mM de histidina, alrededor de 10 mM a alrededor de 30 mM de histidina,
alrededor de 15 mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor
de 30 mM de histidina, alrededor de 25 mM a alrededor de 30 mM de histidina, alrededor
de 15 mM a alrededor de 25 mM de histidina, alrededor de 20 mM a alrededor de 25
mM, alrededor de 15 mM a alrededor de 20 mM de histidina, alrededor de 40 mM a
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alrededor de 60 mM de histidina, alrededor de 45 mM a alrededor de 60 mM de histidina,
alrededor de 50 mM a alrededor de 60 mM de histidina, alrededor de 15,5 mM a
alrededor de 24,5 mM de histidina, alrededor de 16 mM a alrededor de 24 mM de
histidina, alrededor de 16,5 mM a alrededor de 23,5 mM de histidina, alrededor de 17
mM a alrededor de 23 mM de histidina, alrededor de 17,5 mM a alrededor de 22,5 mM
de histidina, alrededor de 18 mM a alrededor de 22 mM de histidina, alrededor de 18,5
mM a alrededor de 21,5 mM de histidina, alrededor de 19 mM a alrededor de 21 mM de
histidina o alrededor de 19,5 mM a alrededor de 20,5 mM de histidina.

[0225] En algunos aspectos, el agente amortiguador de histidina se mezcla en una
cantidad de alrededor de 10 mM de histidina, alrededor de 11 mM de histidina, alrededor
de 12 mM de histidina, alrededor de 13 mM de histidina, alrededor de 14 mM de histidina,
alrededor de 15 mM de histidina, alrededor de 16 mM de histidina, alrededor de 17 mM
de histidina, alrededor de 18 mM de histidina, alrededor de 19 mM de histidina, alrededor
de 20 mM de histidina, alrededor de 21 mM de histidina, alrededor de 22 mM de histidina,
alrededor de 23 mM de histidina, alrededor de 24 mM de histidina, alrededor de 25 mM
de histidina, alrededor de 26 mM de histidina, alrededor de 27 mM de histidina, alrededor
de 28 mM de histidina, alrededor de 29 mM de histidina, alrededor de 30 mM de histidina,
alrededor de 31 mM de histidina, alrededor de 32 mM de histidina, alrededor de 33 mM
de histidina, alrededor de 34 mM de histidina, alrededor de 35 mM de histidina, alrededor
de 36 mM de histidina, alrededor de 37 mM de histidina, alrededor de 38 mM de histidina,
alrededor de 39 mM de histidina, alrededor de 40 mM de histidina, alrededor de 41 mM
de histidina, alrededor de 42 mM de histidina, alrededor de 43 mM de histidina, alrededor
de 44 mM de histidina, alrededor de 45 mM de histidina, alrededor de 46 mM de histidina,
alrededor de 47 mM de histidina, alrededor de 48 mM de histidina, alrededor de 49 mM
de histidina o alrededor de 50 mM de histidina.

[0226] En algunos aspectos, el método para mejorar la estabilidad de una formulacion
farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-
21 modificado, tal como PEG-FGF-21) ademas comprende mezclar un regulador
osmoético (agente de tonicidad). De acuerdo con la presente divulgacion, el regulador
osmotico (agente de tonicidad) puede comprender un poliol, un sacéarido, un
carbohidrato, una sal, tal como cloruro de sodio, o0 mezclas de estos. Los polioles de
ejemplo comprenden aquellos con un peso molecular que es menor de alrededor de 600
kD (por ejemplo, en el rango de 120 a 400 kD), por ejemplo, manitol, trehalosa, sorbitol,
eritritol, isomalta, lactitol, maltitol, xilitol, glicerol, lactitol, propilenglicol, polietilenglicol,

inositol, 0 mezclas de estos. Los reguladores osmoticos de sacaridos o carbohidratos
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comprenden monosacaridos, disacaridos y polisacéridos, o mezclas de estos. En
algunos aspectos, el sacarido o carbohidrato se selecciona del grupo que consiste en
fructosa, glucosa, manosa, sacarosa, sorbosa, xilosa, lactosa, maltosa, sacarosa,
dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrinas, almidén soluble, hidroxietil-almiddn,
glucanos hidrosolubles, y mezclas de estos. En algunos aspectos, el regulador osmético
comprende un sacarido seleccionado del grupo de azlcar reductor o aztcar no reductor
0 mezclas de estos. En algunos aspectos, el regulador osmético, el agente de tonicidad,
comprende un sacarido que es un azlcar no reductor, preferentemente, seleccionado
del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa y mezclas de estos. En algunos aspectos
especificos, el aztcar no reductor es sacarosa.

[0227] En algunos aspectos, el regulador osmético sacarosa se mezcla en una cantidad
de alrededor de 100 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 200 mM a
alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de 1 M de sacarosa,
alrededor de 400 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 500 mM a alrededor
de 1 M de sacarosa, alrededor de 600 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor
de 700 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 800 mM a alrededor de 1 M
de sacarosa, alrededor de 900 mM a alrededor de 1 M de sacarosa, alrededor de 200
mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de 900 mM
de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de
500 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM a alrededor de 900
mM de sacarosa, alrededor de 700 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor
de 800 mM a alrededor de 900 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM a alrededor de
800 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 800 mM de sacarosa,
alrededor de 500 mM a alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM a
alrededor de 800 mM de sacarosa, alrededor de 700 mM a alrededor de 800 mM de
sacarosa, alrededor de 400 mM a alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 500
mM a alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 600 mM a alrededor de 700 mM
de sacarosa o alrededor de 500 mM a alrededor de 600 mM de sacarosa.

[0228] En algunos aspectos, el regulador osmético sacarosa se mezcla en una cantidad
de alrededor de 100 mM de sacarosa, alrededor de 150 mM de sacarosa, alrededor de
200 mM de sacarosa, alrededor de 250 mM de sacarosa, alrededor de 300 mM de
sacarosa, alrededor de 350 mM de sacarosa, alrededor de 400 mM de sacarosa,
alrededor de 450 mM de sacarosa, alrededor de 500 mM de sacarosa, alrededor de 550
mM de sacarosa, alrededor de 600 mM de sacarosa, alrededor de 650 mM sacarosa,

alrededor de 700 mM de sacarosa, alrededor de 750 mM de sacarosa, alrededor de 800
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mM de sacarosa, alrededor de 850 mM de sacarosa, alrededor de 900 mM de sacarosa,
alrededor de 950 mM de sacarosa o alrededor de 1M de sacarosa.

[0229] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 es un polipéptido GF-21 modificado.
Numerosos polipéptidos FGF-21 modificados conocidos en el estado de la técnica se
pueden usar en los métodos divulgados en la presente, por ejemplo, aguellos divulgados
en las patentes estadounidenses N.° 8.012.931 y 9.434.788, que se incorporan en la
presente por referencia en su totalidad. FGF-21 adicionales se pueden formular como
se divulga en la presente solicitud como se describe con mayor detalle a continuacion.
[0230] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado uatil en los métodos
divulgados en la presente comprende un polipéptido que tiene al menos alrededor de
70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de
85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de
96 %, al menos alrededor de 97 %, al menos alrededor de 98 % o al menos alrededor
de 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3 (FGF-21 humano de tipo silvestre), en donde el polipéptido tiene
actividad de FGF-21.

[0231] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado util en los métodos
divulgados en la presente consiste, 0 consiste esencialmente, en un polipéptido que
tiene al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de
80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de
95 %, al menos alrededor de 96 %, al menos alrededor de 97 %, al menos alrededor de
98 % o al menos alrededor de 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 (FGF-21 humano de tipo silvestre), en
donde el polipéptido tiene actividad de FGF-21.

[0232] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado atil en los métodos
divulgados en la presente esta ligado a una porcién de extensién de semivida, por
ejemplo, por medio de la cadena lateral de un aminoéacido codificado de manera no
natural en la secuencia del polipéptido FGF-21. Las porciones de extension de semivida
que se pueden unir a un polipéptido FGF-21 de la presente divulgacion, por ejemplo, un
polipéptido FGF-21 modificado de SEQ ID NO: 1 comprende, por ejemplo, albumina,
una region constante de inmunoglobulina o una porcién de esta, un polipéptido de unién
a inmunogloblulina, una 1gG, un ABP, una porciobn de PASilacion, una porcion de
HESilacion, un XTEN, una regién Fc, y cualquier combinacion de estos. Las porciones
de extension de semivida que se pueden usar para modificar los polipéptidos FGF-21

se describen con mayor detalle a continuacion.
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[0233] En algunos aspectos, la porcién de extensiéon de semivida Gtil en los métodos
divulgados en la presente comprende un polimero hidrosoluble, por ejemplo, un
polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el PEG tiene un peso molecular promedio
entre alrededor de 10 kDa y alrededor de 40 kDa, por ejemplo, alrededor de 10 kDa,
alrededor de 15 kDa, alrededor de 20 kDa, alrededor de 25 kDa, alrededor de 30 kDa,
alrededor de 35 kDa o alrededor de 40 kDa. En algunos aspectos, el PEG tiene un peso
molecular promedio de alrededor de 30 kDa. En algunos aspectos, el PEG tiene un peso
molecular promedio entre alrededor de 15 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor
de 20 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor de 25 kDa y alrededor de 40 kDa,
entre alrededor de 30 kDa y alrededor de 40 kDa, entre alrededor de 35 kDa y alrededor
de 40 kDa, entre alrededor de 15 kDa y alrededor de 35 kDa, entre alrededor de 15 kDa
y alrededor de 30 kDa, entre alrededor de 15 kDa y alrededor de 25 kDa, entre alrededor
de 15 kDa y alrededor de 20 kDa, entre alrededor de 20 kDa y alrededor de 35 kDa,
entre alrededor de 25 kDa y alrededor de 35 kDa, o entre 30 kDa y alrededor de 35 kDa.
[0234] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida, por ejemplo, PEG, se
une al polipéptido FGF-21, por medio de un aminoacido codificado no natural, por
ejemplo, un derivado de fenilalanina. En algunos aspectos, el derivado de fenilalanina
es para-acetil-L-fenilalanina. En algunos aspectos, la porcidon de extensién de semivida
estd ligada al aminoacido codificado de manera no natural por medio de un enlace
oxima. En algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural reemplaza
al aminoacido glutamina 109 de SEQ ID NO: 3. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-
21 es PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2), es decir, el FGF-21 de SEQ ID NO: 3 en el que la
glutamina 109 se reemplaz6 con para-acetil-L-fenilalanina y una cadena de PEG de 30
kDa se uni6é de manera covalente a la para-acetil-L-fenilalanina por medio de un enlace
de oxima.

[0235] En algunos aspectos de los métodos divulgados en la presente, el polipéptido
FGF-21 esta presente en una concentracion entre alrededor de 1 mg/ml y alrededor de
40 mg/ml. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esti presente en una
concentracion de alrededor de 10 mg/ml, alrededor de 20 mg/ml, alrededor de 30 mg/mi
o alrededor de 40 mg/ml. En algunos aspectos, la concentracion del polipéptido FGF-21
se determina de acuerdo con métodos conocidos en el estado de la técnica, o los
métodos especificos divulgados en la seccién de Ejemplos de la memoria descriptiva.
[0236] En algunos aspectos de los métodos divulgados en la presente, la formulacion
se formula para administracion subcutdnea. En algunos aspectos, la formulacién se

formula para administracion subcutanea con una jeringa de seguridad. En algunos
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aspectos, la formulacion se formula para administracion diaria 0 semanal. En algunos
aspectos, la formulacién es una formulacién acuosa.

[0237] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracién entre alrededor de 10 mM y alrededor de 50 mM; (ii) sacarosa en una
concentracién entre alrededor de 100 mM y alrededor de 1M; (iii) polisorbato 80 en una
concentracioén entre alrededor de 0,01 % y alrededor de 0,1 % (p/v); y (iv) DTPA en una
concentracién entre alrededor de 10 uM y alrededor de 100 pM; en donde el pH de la
formulacion esta entre alrededor de 6,7 y alrededor de 7,5.

[0238] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracion entre alrededor de 15 mM y alrededor de 45 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion entre alrededor de 200 mM y alrededor de 900mM,; (iii) polisorbato 80 en
una concentracion entre alrededor de 0,02 % y alrededor de 0,09 % (p/v); y (iv) DTPA
en una concentracion entre alrededor de 20 uM y alrededor de 90 pM; en donde el pH
de la formulacién esté entre alrededor de 6,8 y alrededor de 7,4.

[0239] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracion entre alrededor de 15 mM y alrededor de 40 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion entre alrededor de 300 mM y alrededor de 800mM; (iii) polisorbato 80 en
una concentracién entre alrededor de 0,03 % y alrededor de 0,08 % (p/v); y (iv) DTPA
en una concentracion entre alrededor de 30 uM y alrededor de 80 uM; en donde el pH
de la formulacién esta entre alrededor de 6,9 y alrededor de 7,3.

[0240] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracion entre alrededor de 15 mM y alrededor de 30 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion entre alrededor de 400 mM y alrededor de 800mM,; (iii) polisorbato 80 en
una concentracion entre alrededor de 0,04 % y alrededor de 0,07 % (p/v); y (iv) DTPA
en una concentracion entre alrededor de 40 uM y alrededor de 70 uM; en donde el pH
de la formulacion esta entre alrededor de 7 y alrededor de 7,2.

[0241] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
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una formulacién que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracion entre alrededor de 15 mM y alrededor de 25 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion entre alrededor de 500 mM y alrededor de 700mM; (iii) polisorbato 80 en
una concentracién entre alrededor de 0,04 % y alrededor de 0,06 % (p/v); y (iv) DTPA
en una concentracion entre alrededor de 45 uM y alrededor de 55 uM; en donde el pH
de la formulacién esta entre alrededor de 7 y alrededor de 7,1.

[0242] La presente divulgacion también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulaciéon que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un
polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i)
histidina en una concentraciéon de alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una
concentracion de alrededor de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracion de
alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de alrededor de 50 uM; en
donde el pH es alrededor de 7,1.

[0243] La presente divulgacion también proporciona un método para mejorar la
estabilidad de una formulacion que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un
polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i)
histidina en una concentracién de 20 mM; (ii) sacarosa en una concentracion de 600
mM; (iii) polisorbato 80 en una concentracién de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una
concentracion de 50 uM; en donde el pH es 7,1.

[0244] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracién de alrededor de 20 mM; y (ii) sacarosa en una concentracion de alrededor
de 600 mM; en donde el pH es alrededor de 7,0.

[0245] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido
FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, que comprende mezclar (i) histidina en una
concentracion de 20 mM; y (ii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; en donde el
pH es 7,0.

[0246] La presente divulgaciéon proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulaciéon que comprende un PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) en una concentracion
de alrededor de 10 mg/ml que comprende mezclar (i) histidina en una concentracion de
alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; (iii)

polisorbato 80 en una concentracién de alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una
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concentracion de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de 7,1.

[0247] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) en una concentracion
de alrededor de 20 mg/ml que comprende mezclar (i) histidina en una concentracion de
alrededor de 20 mM; (ii) sacarosa en una concentracion de alrededor de 600 mM; (iii)
polisorbato 80 en una concentracién de alrededor de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una
concentracién de alrededor de 50 uM; en donde el pH es alrededor de 7,1.

[0248] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulacién que comprende un PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) en una concentracion
de alrededor de 10 mg/ml que comprende mezclar (i) histidina en una concentracioén de
20 mM; (i) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (iii) polisorbato 80 en una
concentracion de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracion de 50 uM; en donde el
pHes 7,1.

[0249] La presente divulgacion proporciona un método para mejorar la estabilidad de
una formulaciéon que comprende un PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) en una concentracion
de alrededor de 20 mg/ml que comprende mezclar (i) histidina en una concentracion de
20 mM; (ii) sacarosa en una concentracion de 600 mM; (i) polisorbato 80 en una
concentracion de 0,05 % (p/v); y (iv) DTPA en una concentracién de 50 uM; en donde el
pHes 7,1.

[0250] En algunas formas de realizacion, la concentracion de excipientes individuales
incluida en la formulacion farmacéutica (por ejemplo, DTPA, PS80, histidina, sacarosa)
se puede determinar/calcular para que sea la cantidad (peso, moles, etc.) del excipiente
individual agregado a la formulacién farmacéutica en el curso de su elaboracion por
unidad de volumen final de la formulacion farmacéutica terminada. En otras formas de
realizacion, la concentracion de excipientes incluida en la formulacién farmacéutica (por
ejemplo, DTPA, PS80, histidina, sacarosa) se basa en la cantidad real del excipiente

individual en la formulacién farmacéutica.

[ll. Métodos de tratamiento

[0251] La presente divulgacion también proporciona métodos para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién asociada a fibrosis y/o diabetes en un sujeto que lo necesita que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacion farmacéutica
que comprende FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21)
divulgada en la presente.

[0252] En algunos aspectos, la enfermedad o afeccion es diabetes, por ejemplo,
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diabetes tipo 2. En algunos aspectos, la enfermedad o afeccion es esteatohepatitis no
alcoholica (NASH).

[0253] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21, se puede usar en los métodos de tratamiento o
prevencion divulgados en la presente en una cantidad entre alrededor de 1 mg y
alrededor de 40 mg por dosis. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21, por ejemplo,
un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, se puede usar en los
métodos de tratamiento o prevencion divulgados en la presente en una cantidad entre
alrededor de 1 mg y alrededor de 5 mg por dosis, o entre alrededor de 5 mg y alrededor
de 10 mg por dosis, o entre alrededor de 10 mg y alrededor de 15 mg por dosis, 0 entre
alrededor de 15 mg y alrededor de 20 mg por dosis, o entre alrededor de 20 mg y
alrededor de 25 mg por dosis, 0 entre alrededor de 25 mg y alrededor de 30 mg por
dosis, o entre alrededor de 30 mg y alrededor de 35 mg por dosis, 0 entre alrededor de
35 mg y alrededor de 40 mg por dosis. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21, por
ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal como PEG-FGF-21, se puede usar en
los métodos de tratamiento o prevencion divulgados en la presente en una cantidad
mayor de 40 mg por dosis.

[0254] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21, por ejemplo, un polipéptido FGF-21
modificado, tal como PEG-FGF-21, se puede usar en los métodos de tratamiento o
prevencion divulgados en la presente en una cantidad de alrededor de 1 mg, alrededor
de 2 mg, alrededor de 3 mg, alrededor de 4 mg, alrededor de 5 mg, alrededor de 6 mg,
alrededor de 7 mg, alrededor de 8 mg, alrededor de 9 mg, alrededor de 10 mg, alrededor
de 11 mg, alrededor de 12 mg, alrededor de 13 mg, alrededor de 14 mg, alrededor de
15 mg, alrededor de 16 mg, alrededor de 17 mg, alrededor de 18 mg, alrededor de 19
mg, alrededor de 20 mg, alrededor de 21 mg, alrededor de 22 mg, alrededor de 23 mg,
alrededor de 24 mg, alrededor de 25 mg, alrededor de 26 mg, alrededor de 27 mg,
alrededor de 28 mg, alrededor de 29 mg, alrededor de 30 mg, alrededor de 31 mg,
alrededor de 32 mg, alrededor de 33 mg, alrededor de 34 mg, alrededor de 35 mg,
alrededor de 36 mg, alrededor de 37 mg, alrededor de 38 mg, alrededor de 39 mg o
alrededor de 40 mg por dosis.

[0255] En algunos aspectos, la formulacion farmacéutica se administra por via
subcutanea, por ejemplo, usando una jeringa de seguridad. En algunos aspectos, la
formulacion farmacéutica se administra diaria 0 semanalmente.

[0256] En algunos aspectos, la administracién de una cantidad eficaz de la formulacion

farmacéutica que comprende FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado, tal como
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PEG-FGF-21) divulgada en la presente al sujeto disminuye la rigidez hepatica,
disminuye el porcentaje de grasa corporal, disminuye el peso corporal, disminuye la
relacién de peso del higado con respecto a peso corporal, disminuye el contenido de
lipidos en el higado, disminuye el area de fibrosis hepéatica, disminuye los niveles de
glucosa en sangre en ayunas, disminuye los niveles de triglicéridos en ayunas,
disminuye los niveles de colesterol LDL, disminuye los niveles de ApoB, disminuye los
niveles de ApoC, aumenta el colesterol HDL, o cualquier combinacién de estos.

[0257] En algunos aspectos, la administracion de la formulacion farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 (por ejemplo, un polipéptido FGF-21 modificado, tal
como PEG-FGF-21) divulgada en la presente de acuerdo con los métodos de
tratamiento divulgados en la presente al sujeto produce (i) reduccion en los niveles de
grasa hepdtica; (ii) reduccién en los niveles de lesién hepatica; (iii) reducciéon en los
niveles de fibrosis; (iv) disminucion en los niveles de biomarcador para fibrosis Pro-C3
en suero (propéptido de colageno tipo Ill de terminal N); (v) disminucioén en los niveles
de alanina aminotransferasa (ALT); (vi) disminucién en los niveles de aspartato
aminotransferasa (AST); (vii) aumento en los niveles de adiponectina en suero; (Vviii)
disminucion en los niveles de LDL en plasma; (iX) aumento en los niveles de HDL en
plasma; (x) disminucién en los niveles de triglicérido en plasma; (xi) reduccion en el nivel
de rigidez hepatica; o (xii) cualquier combinacién de estos, en comparacién con los
niveles en sujetos no tratados o con el sujeto antes de la administracién de la
formulacion farmacéutica.

[0258] La presente divulgacion proporciona un método para tratar una enfermedad
asociada a fibrosis que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
eficaz de una formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21
divulgado en la presente. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis
puede afectar un érgano o tejido, tal como el pancreas, pulmén, corazdn, rifién, higado,
ojos, sistema nervioso, médula Osea, ganglios linfaticos, endomiocardio y/o
retroperitoneo. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis puede ser
fibrosis hepética o precirrosis. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis
se puede seleccionar de: esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), cirrosis, enfermedad
pulmonar parenquimatosa difusa, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, fibrosis masiva
progresiva, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis por inyeccion, fibrosis renal,
enfermedad renal crénica, enfermedad renal diabética, glomeruloesclerosis focal y
segmentaria, nefropatia membranosa, nefropatia por IgA, mielofibrosis, insuficiencia

cardiaca, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica, insuficiencia
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cardiaca metabdlica, fibrosis cardiaca, fibrosis con cataratas, cataratas, cicatrizacion
ocular, fibrosis pancreatica, fibrosis dérmica, fibrosis intestinal, estenosis intestinal,
fibrosis endomiocardica, fibrosis auricular, fibrosis mediastinica, enfermedad de Crohn,
fibrosis retroperitoneal, queloide, fibrosis sistémica nefrogénica, escleroderma,
esclerosis sistémica, artrofibrosis, sindrome de Peyronie, contractura de Dupuytren,
neuropatia diabética, capsulitis adhesiva, enfermedad hepéatica alcohdlica,
hepatoesteatosis, hepatitis viral, enfermedad biliar, hemocromatosis primaria, cirrosis
relacionada con los farmacos, cirrosis criptégena, enfermedad de Wilson, y deficiencia
de alfa 1-antitripsina, enfermedad pulmonar intersticial (ILD), enfermedad pulmonar
fibrotica humana, fibrosis hepética, degeneracidbn macular, retinopatia retiniana,
retinopatia vitrea, fibrosis miocéardica, oftalmopatia de Grave, ergotismo inducido por
farmacos, enfermedad cardiovascular, ateroesclerosis/reestenosis, cicatrices
hipertréficas, mielofibrosis primaria o idiopatica y enfermedad intestinal inflamatoria (que
incluye, entre otras, colitis colagenosa). En algunos aspectos, la enfermedad asociada
a la fibrosis resulta de uno o mas de enfermedad pulmonar, cancer de pulmon,
farmacoterapia, quimioterapia o radioterapia. En algunos aspectos, la enfermedad
asociada a la fibrosis resulta de uno 0 mas de envejecimiento, ataque cardiaco,
apoplejia, lesidon miocardica o disfuncion del ventriculo izquierdo. En algunos aspectos,
la enfermedad asociada a la fibrosis se puede seleccionar de fibrosis renal, nefritis
glomerular, enfermedad renal crénica, insuficiencia renal crénica y nefritis asociada a
lupus sistémico, cancer, obstrucciones fisicas, toxinas, enfermedades metabdlicas,
enfermedades inmunoldgicas o nefropatia diabética. En algunos aspectos, la
enfermedad asociada a la fibrosis resulta de uno o mas de traumatismo, lesién medular,
infeccion, cirugia, lesion isquémica, infarto de miocardio, quemaduras, exposicion a
contaminacion ambiental, neumonia, tuberculosis o sindrome de dificultad respiratoria
aguda. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis se puede seleccionar
de fibrosis pulmonar, enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad pulmonar fibrética
humana, fibrosis pulmonar idiopética, fibrosis hepatica, fibrosis cardiaca, fibrosis
miocérdica, degeneracion macular, retinopatia retinal, retinopatia vitrea, oftalmopatia de
Grave, ergotismo inducido por farmacos, enfermedad cardiovascular,
ateroesclerosis/reestenosis, queloides y cicatrices hipertroficas, mielofibrosis primaria o
idiopética, enfermedad intestinal inflamatoria, colitis colagenosa, cicatrizacién ocular y
fibrosis con cataratas. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis se
puede seleccionar de NASH, fibrosis hepdatica y cirrosis. En algunos aspectos, la

enfermedad asociada a la fibrosis puede ser NASH. En algunos aspectos, la
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enfermedad asociada a la fibrosis se puede seleccionar de enfermedad renal diabética,
enfermedad renal crénica y fibrosis renal. En algunos aspectos, la enfermedad asociada
a la fibrosis se puede seleccionar de insuficiencia cardiaca metabdlica y fibrosis
cardiaca. En algunos aspectos, la enfermedad asociada a la fibrosis puede ser fibrosis
pulmonar.

[0259] En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método para
disminuir la fraccion de grasa hepatica en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente, en donde, opcionalmente, el
sujeto esta en riesgo de desarrollar, o se le diagnostico, NASH.

[0260] En algunos aspectos, la presente descripcidbn proporciona un método para
disminuir la rigidez hepatica, disminuir el porcentaje de grasa corporal, disminuir el peso
corporal, disminuir la relacion del peso del higado con respecto al peso corporal,
disminuir el contenido lipidico hepéatico, disminuir el area de fibrosis hepatica, disminuir
los niveles de glucosa en sangre en ayunas, triglicéridos en ayunas, disminuir el
colesterol LDL, disminuir ApoB, disminuir ApoC y/o aumentar el colesterol HDL en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una
formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente,
en donde, opcionalmente, el sujeto esta en riesgo de desarrollar, o se le diagnostico,
NASH.

[0261] En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un método para
aumentar los niveles de adiponectina en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21, en donde, opcionalmente, dicho sujeto esta en
riesgo de desarrollar, o se le diagnosticé, NASH.

[0262] En algunos aspectos, la presente descripcidn proporciona un método para tratar
uno o mas sintomas asociados a NASH en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21.

[0263] En la presente también se proporcionan métodos para tratar o prevenir NASH
en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una formulacién farmacéutica divulgada en la presente que
comprende un polipéptido FGF-21 modificado de SEQ ID NO: 1, en donde el residuo de
pAF de este esta ligado a una porcion poli(etilenglicol) con un peso molecular de
alrededor de 30 kDa (PEG-FGF-21).
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[0264] En algunos aspectos, el sujeto puede presentar fibrosis por NASH CRN de fase
1-3, que, opcionalmente, se determina mediante una biopsia hepatica. En algunos
aspectos, antes del tratamiento, el sujeto puede presentar un indice de higado graso de
al menos de alrededor de 60. En algunos aspectos, antes del tratamiento, el sujeto
puede presentar un porcentaje de fraccion de grasa hepatica de al menos 10 %, que,
opcionalmente, se determina mediante imagen por resonancia magnética.

[0265] En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un método para tratar diabetes
tipo 1 o diabetes tipo 2 en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién farmacéutica que comprende
un polipéptido FGF-21 descrito en la presente. En algunos aspectos, la divulgacion
proporciona un método para tratar la obesidad en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una
formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente.
En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para regular al menos uno
de glucosa y homeostasis de lipidos, absorcién de glucosa, expresién de GLUT 1 y/o
concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos, insulina o glucagén en un sujeto que
lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacion
farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente.

[0266] En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para aumentar la
sensibilidad a la insulina, aumentar los niveles de adiponectina, reducir los niveles de
glucosa en sangre, reducir los niveles de glucagén, reducir los niveles de triglicéridos,
reducir los niveles de fructosamina, reducir los niveles de colesterol de baja densidad o
reducir los niveles de proteina reactiva C en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente.

[0267] En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un método para tratar una
afeccién o un trastorno seleccionado de obesidad, diabetes, pancreatitis, resistencia a
la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hiperglucemia, sindrome
metabolico, depuracion inadecuada de glucosa, alto nivel de glucosa en sangre y
sindrome de Prader-Willi en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz de una formulaciébn farmacéutica que comprende un
polipéptido FGF-21 descrito en la presente.

[0268] En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para tratar una
afeccion o un trastorno relacionados con la insulina seleccionados de resistencia a la

insulina tipo A, resistencia a la insulina tipo C (también conocido como sindrome HAIR-
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AN), sindrome de Rabson-Mendenhall, sindrome de Donohue o leprechaunismo,
hiperandrogenismo, hirsutismo o acantosis pigmentaria en un sujeto que lo necesita,
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién
farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-21 descrito en la presente.

[0269] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un
polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se pueden administrar mediante inyeccion.
En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido
FGF-21 divulgado en la presente se pueden administrar mediante inyeccion subcutanea,
inyeccion 1V, inyeccion intraperitoneal o inyeccién intramuscular.

[0270] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un
polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se pueden administrar a una frecuencia de
alrededor de una vez por dia, o con menor frecuencia que alrededor de una vez por dia.
En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido
FGF-21 modificado descrito en la presente se pueden administrar con una frecuencia
de alrededor de dos veces por semana, o con una frecuencia menor que alrededor de
dos veces por semana. En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que
comprenden un polipéptido FGF-21 modificado descrito en la presente se pueden
administrar con una frecuencia de alrededor de una vez por semana, 0 con una
frecuencia menor que alrededor de dos veces por semana. En algunos aspectos, las
formulaciones farmacéutica que comprenden un polipéptido FGF-21 modificado descrito
en la presente se pueden administrar con una frecuencia de alrededor de una vez cada
dos semanas, 0 con menor frecuencia que alrededor de dos veces por semana. En
algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido
FGF-21 modificado descrito en la presente se pueden administrar con una frecuencia
de alrededor de una vez cada tres semanas, 0 con una frecuencia menor que alrededor
de dos veces por semana. En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que
comprenden un polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se pueden administrar con
una frecuencia de alrededor de una vez por mes, o con una frecuencia menor que
alrededor de una vez por mes. En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas
gue comprenden un polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se pueden administrar
con una frecuencia de una vez cada cuatro semanas. En algunos aspectos, las
formulaciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido FGF-21 divulgado en la
presente se pueden administrar con una frecuencia de alrededor de una vez por dia. En
algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido

FGF-21 descrito en la presente se pueden administrar con una frecuencia de alrededor
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de una vez por semana.

[0271] En algunos aspectos, las formulaciones farmacéuticas que comprenden un
polipéptido FGF-21 modificado descrito en la presente se puede administrar en una
cantidad seleccionada de alrededor de 1 mg, alrededor de 2 mg, alrededor de 5 mg,
alrededor de 10 mg, alrededor de 15 mg, alrededor de 20 mg, alrededor de 25 mg,
alrededor de 30 mg, alrededor de 35 mg, alrededor de 40 mg, alrededor de 45 mg,
alrededor de 50 mg, alrededor de 55 mg, alrededor de 60 mg, alrededor de 65 mg,
alrededor de 70 mg, alrededor de 75 mg, alrededor de 80 mg, alrededor de 85 mg,
alrededor de 90 mg, alrededor de 95 mg y alrededor de 100 mg de polipéptido FGF-21
por dosis.

[0272] Por ejemplo, una formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido FGF-
21 divulgado en la presente se puede administrar a un sujeto en una concentracion de
polipéptido FGF-21 de entre alrededor de 0,1 y 100 mg/kg de peso corporal del sujeto
receptor. En algunos aspectos, una formulacion farmacéutica que comprende un
polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se puede administrar a un sujeto en una
concentracion de polipéptido FGF-21 de alrededor de 0,5-5 mg/kg de peso corporal del
sujeto receptor. En otro aspecto, una formulacion farmacéutica que comprende un
polipéptido FGF-21 divulgado en la presente se puede administrar a un sujeto receptor
con una frecuencia de entre una vez por dia y una vez cada dos semanas, por ejemplo,
alrededor de una o dos veces por semana, una vez cada dos dias, una vez cada tres
dias, una vez cada cuatro dias, una vez cada cinco dias o una vez cada seis dias.
[0273] Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden
administrar mediante cualquier via de administraciébn convencional adecuada para
proteinas o péptidos, que incluyen, entre otras, inyecciones, por ejemplo, parenterales,
e incluyen, entre otras, subcutaneas o intravenosas, o cualquier otra forma de inyeccién
0 infusion.

IV. Polipéptidos FGF-21 modificados

[0274] Los polipéptidos FGF-21 modificados de la presente divulgacion abarcan
polipéptidos FGF-21 que comprenden una 0 mas sustituciones, adiciones o
eliminaciones de aminoacidos. Por ejemplo, los polipéptidos FGF-21 modificados de la
presente divulgacion comprenden una o mas sustituciones de aminoé&cidos (por
ejemplo, con aminoacidos naturales o no naturales), eliminaciones (eliminaciones
terminales o internas) o modificaciones tales como la unién de una porcién heteréloga
(extremo C, extremo N o interna, ya sea mediante el intercalado/inserciéon en la

secuencia de aminoacidos o mediante union de cadena lateral). En algunos aspectos

73



especificos, el polipéptido FGF-21 modificado comprende una version modificada de
SEQ ID NO: 3 (FGF-21 de tipo silvestre), o SEQ ID NO: 1 (secuencia de tipo silvestre
modificada mediante la sustituciéon de glutamina 109 con para-acetil-L-fenilalanina). En
algunos aspectos especificos, el polipéptido FGF-21 modificado es un derivado de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo, a través de la uniéon de una porcion heteréloga (por ejemplo,
PEG). En un aspecto especifico, FGF-21 modificado es PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2).
TABLA 1: Secuencias de polipéptidos FGF-21

SEQ |Descripcion |Secuencia
ID
NO
1 FGFE-21 MHP TPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLE IREDGTVGGAADQSP
modificado |ESLLQLKALKPGV I1QILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELL
en Q109 LEDGYNVY (pAF) SEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEP
PGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
pAF = para-acetil-L-fenilalanina
2 FGF-21 MHP IPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLE IREDGTVGGAADQSP
modificado | ESLLOLKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELL
en LEDGYNVY (pAF) SEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEP
0109 PGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
Eggllgg?: en donde pAF esta ligado a un PEG de 30 kDa
21
3 FGF-21 MHP IPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLE IREDGTVGGAADQSP
nativo ESLLQLKALKPGV1QILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELL
LEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEP
PG I LAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS
La glutamina (Q) modificada en SEQ ID NO:1 y 2 aparece
subrayada.

[0275] La expresion “polipéptido FGF-21 modificado” también abarca polimorfismos
(por ejemplo, variantes naturales de la secuencia de FGF-21), por ejemplo, la forma P
o la forma L de FGF-21.

[0276] Se describieron sustituciones en una amplia variedad de posiciones de
aminodcidos en FGF-21 naturales. Las sustituciones que incluyen, entre otras, las que
modulan la solubilidad o estabilidad, aumentan la actividad agonista, aumentan la
semivida in vivo o in vitro, aumentan la resistencia a la proteasa, convierten el polipéptido
en un antagonista, reducen la inmunogenicidad o la toxicidad, facilitan la purificacion o
la facilidad de elaboracion, o cualquier combinacion de estos, y también se incluyen
mediante la expresion polipéptido FGF-21 modificado.

[0277] En algunos casos, las sustituciones de amino&cidos codificados de manera no

natural se pueden combinar con otras adiciones, sustituciones o eliminaciones dentro
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del polipéptido FGF-21 modificado para afectar otros rasgos bioldgicos del polipéptido
FGF-21 modificado con respecto a otro polipéptido FGF-21 (por ejemplo, el polipéptido
FGF-21 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 3, el polipéptido FGF-21 modificado de SEQ ID
NO: 1, el polipéptido PEG-FGF-21 de SEQ ID NO: 2, el mismo polipéptido FGF-21 sin
la adicion, sustitucion o eliminacion, u otro polipéptido modificado o no modificado FGF-
21 modificado o no modificado).

[0278] En algunos casos, las otras adiciones, sustituciones o eliminaciones pueden
aumentar la estabilidad (que incluye, entre otros, la resistencia a la degradacién
proteolitica) del polipéptido FGF-21 modificado o aumentar la afinidad del polipéptido
FGF-21 modificado hacia su receptor. En algunos casos, las otras adiciones,
sustituciones o eliminaciones pueden aumentar la estabilidad farmacéutica del
polipéptido FGF-21 modificado. En algunos casos, las otras adiciones, sustituciones o
eliminaciones pueden aumentar la solubilidad del polipéptido FGF-21 modificado.
[0279] En algunos aspectos, se seleccionan sitios para sustitucion con un aminoacido
no natural o codificado de manera natural, ademas de otro sitio para la incorporacion de
un aminoacido no natural que da como resultado una mayor solubilidad de polipéptido
después de la expresion en una célula huésped recombinante.

[0280] En algunos aspectos, los polipéptidos FGF-21 modificados comprenden otra
adicion, sustitucion o eliminacién que modula la afinidad al receptor del polipéptido FGF-
21, a las proteinas de unién o al ligando asociado, modula la transduccién de la sefial
después de unirse al receptor de FGF-21, modula la semivida circulante, modula la
liberacion o biodisponibilidad, facilita la purificacion, o mejora o altera una via de
administracion particular.

[0281] En algunos aspectos, los polipéptidos FGF-21 modificados comprenden una
adicidn, sustitucion o eliminacion que aumenta la afinidad del FGF-21 modificado a su
receptor. De manera similar, los polipéptidos FGF-21 modificados pueden comprender
secuencias de escisidbn quimica o enzimatica, secuencias de escision de proteasa,
grupos reactivos, dominios de unién al anticuerpo (que incluyen, entre otros, FLAG o
poli-His) u otras secuencias basadas en afinidad (que incluyen, entre otras, FLAG, poli-
His, GST, etc.) o moléculas ligadas (que incluyen, entre otras, biotina) que mejoran la
deteccién (que incluye, entre otras, GFP), purificacion, transporte a través de tejidos o
membranas celulares, liberacion o activacion del profarmaco, reduccion del tamafio de
FGF-21 modificado, u otros rasgos del polipéptido.

[0282] Se identificaron mdltiples polimorfismos de FGF-21. La leucina o la prolina se

describieron en la misma posicion en la publicacion de patente estadounidense N.°
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20010012628 y en la patente estadounidense N.’ 6.716.626. Las secuencias de lider o
sefal del extremo N que difieren en 1 aminoacido (leucina) se muestran en la patente
estadounidense N.° 6.716.626 y en la publicacién de patente estadounidense N.°
20040259780. Las variantes del polipéptido FGF-21 o los mutantes incluyen, entre otros,
los divulgados en la patente estadounidense N.° 6.716.626; las publicaciones de
patentes estadounidenses N.° 2005/0176631, 2005/0037457, 2004/0185494,
2004/0259780, 2002/0164713 y 2001/0012628; WO 01/36640; WO 03/011213; WO
03/059270; WO 04/110472; WO 05/061712; WO 05/072769; WO 05/091944; WO
05/113606; WO 06/028595; WO 06/028714; WO 06/050247; WO 06/065582; WO
06/078463; WO001/018172; WO09/149171; WO10/042747; WO12/066075;
WO011/154349; WO13/052311; WO13/188181, que se incorporan por referencia en su
totalidad en la presente.

[0283] La expresion polipéptido FGF-21 modificado también incluye fragmentos
biol6gicamente activos, variantes biolégicamente activas y estereocisomeros del FGF-21
natural, ademas de variantes agonistas, miméticas y antagonistas del FGF-21 natural y
las fusiones de polipéptidos de estos. Las fusiones que comprenden aminoacidos
adicionales en el extremo amino, extremo carboxilo o ambos estan comprendidas en la
expresion polipéptido FGF-21 modificado.

[0284] Los ejemplos de fusiones incluyen, por ejemplo, FGF-21 de metionilo, en donde
una metionina esti ligada al extremo N de FGF-21, que deriva de la expresion
recombinante de la forma madura de FGF-21 que carece del péptido lider o péptido de
sefial o una porcién de estos (una metionina esta ligada al extremo N de FGF-21, que
deriva de la expresion recombinante, por ejemplo, en E. coli), fusiones con fines de
purificacién (que incluyen, entre otros, a polihistidina o a epitopos de afinidad), fusiones
con péptidos de unién a albumina de suero, tales como adnectina PKE y fusiones con
proteinas séricas, tales como albimina de suero, y proteinas de fusion que comprenden
FGF-21 y una o mas moléculas diferentes (porciones heterélogas), que incluyen, entre
otros, albumina de suero, dominio Fc, region constante de inmunoglobulina, polipéptidos
no estructurados, tales como XTEN, etc. Cualquiera de dichos fragmentos se puede
preparar de las proteinas mediante métodos bioquimicos estandar, o mediante la
expresion de un polinucleétido que codifica el fragmento.

[0285] La expresion polipéptido FGF-21 modificado incluye polipéptidos conjugados
con un polimero, tal como PEG, y puede comprender opcionalmente una o0 mas
derivatizaciones adicionales de cisteina, lisina u otros residuos. Asimismo, el polipéptido

FGF-21 modificado puede comprender un ligador o polimero, en donde el aminoacido
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con el que se conjugan el ligador o el polimero puede ser un aminoacido no natural de
acuerdo con la presente descripcion, o se puede conjugar con un aminoacido codificado
de manera natural utilizando técnicas conocidas en el estado de la técnica, tales como
acoplamiento a lisina o cisteina.

[0286] La expresion polipéptido FGF-21 modificado también incluye FGF-21 modificado
glucosilado, tal como polipéptidos glucosilados en cualquier posicion de aminoécido,
formas glucosiladas ligadas a N o ligadas a O del polipéptido. Las variantes que
contienen un cambio de un solo nucleétido también se consideran variantes
biolégicamente activas del polipéptido FGF-21. Asimismo, se incluyen las variantes de
empalme.

[0287] La expresion polipéptido FGF-21 modificado también incluye heterodimeros del
polipéptido FGF-21, homodimeros, heteromultimeros u homomultimeros de uno 0 mas
polipéptidos FGF-21 modificados o no modificados o cualquier otro polipéptido, proteina,
carbohidrato, polimero, molécula pequefia, ligador, ligando u otra molécula
biolégicamente activa de cualquier tipo, ligada por medios quimicos o expresada como
una proteina de fusion, ademas de analogos de polipéptido que contienen, por ejemplo,
eliminaciones especificas u otras modificaciones pero que aun asi mantienen la
actividad bioldgica.

[0288] La expresion polipéptido FGF-21 modificado también abarca polipéptidos FGF-
21 que comprenden una o MAs sustituciones, inserciones o eliminaciones de
aminodcidos. Por ejemplo, los polipéptidos FGF-21 modificados de la presente
descripcion pueden estar compuestos por modificaciones con uno o mas aminoacidos
naturales, opcionalmente junto con una o0 mas modificaciones de aminoacidos no
naturales. Las sustituciones, inserciones o eliminaciones de ejemplo en una amplia
variedad de posiciones de aminoacidos en polipéptidos FGF-21, lo que incluye
sustituciones que modulan la estabilidad farmacéutica, que modulan una o mas de las
actividades biologicas del polipéptido FGF-21, por ejemplo, aumentan la actividad
agonista, aumentan la solubilidad del polipéptido, reducen la susceptibilidad de la
proteasa, disminuyen la desamidacion, convierten el polipéptido en un antagonista,
reducen la inmunogenicidad o la toxicidad, o facilitan la purificacion o facilidad de
fabricacion, etc., estdn comprendidas en la expresion polipéptido FGF-21 modificado.
[0289] En algunos aspectos, los polipéptidos FGF-21 modificados también comprenden
una insercion, sustitucion o eliminacion adicional que modula la actividad biol6gica del
polipéptido FGF-21 modificado. Por ejemplo, las adiciones, sustituciones o

eliminaciones pueden modular una o mas propiedades o actividades de FGF-21
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modificado. Por ejemplo, las adiciones, sustituciones o eliminaciones pueden modular
la afinidad al receptor del polipéptido FGF-21, modular la semivida en circulacion,
modular la semivida terapéutica, modular la estabilidad del polipéptido, modular la
escision mediante proteasas, modular la dosis, modular la liberacién o biodisponibilidad,
facilitar la purificacién, disminuir la desamidacién, mejorar la vida Gtil 0 mejorar o alterar
una via de administracion particular. De manera similar, los polipéptidos FGF-21
modificados pueden comprender secuencias de escision de proteasa, grupos reactivos,
dominios de unién al anticuerpo (que incluyen, entre otros, FLAG o poli-His) u otras
secuencias basadas en afinidad (que incluyen, entre otras, FLAG, poli-His, GST, etc.) o
moléculas ligadas (que incluyen, entre otras, biotina) que mejoran la deteccion (que
incluyen, entre otras, GFP), la purificacion u otros rasgos del polipéptido.

[0290] La expresion polipéptido FGF-21 modificado también abarca homodimeros,
heterodimeros, homomultimeros y heteromultimeros que se forman mediante
componentes de fusion, tales como dominios Fc, 0 que estan ligados, entre otros, a
aquellos ligados directamente a través de cadenas laterales del aminoacido codificado
de manera no natural, ya sea a las mismas cadenas laterales del aminoacido codificado
de manera no natural o a cadenas laterales diferentes de este, a cadenas laterales del
aminoacido codificado de manera natural, o indirectamente a través de un ligador. Los
ejemplos de ligadores incluyen, entre otros, compuestos organicos pequefios, polimeros
hidrosolubles de varias longitudes, tales como poli(etilenglicol) o polidextrano, o
polipéptidos de diferentes longitudes.

[0291] En algunos aspectos, un aminoacido codificado de manera no natural descrito
en la presente puede comprender un grupo carbonilo, un grupo aminooxi, un grupo
hidrazida, un grupo hidrazina, un grupo semicarbazida, un grupo azida o un grupo
alquino. En algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural
comprende una porcién carbonilo y esta ligada a un ligador, polimero, molécula
biol6gicamente activa o porcidn de extension de semivida que comprende un aminooxi,
una hidrazina, una hidrazida o una porcion semicarbazida. En algunos aspectos, el
aminoacido codificado de manera no natural comprende una porcién aminooxi,
hidrazina, hidrazida o semicarbazida que esta ligada a un ligador, polimero, molécula
biolégicamente activa o porcion de extension de semivida a través de un enlace amida.
[0292] En algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural comprende
una porcion alquino que esta ligada a un ligador, polimero, molécula biolégicamente
activa o porcion de extension de semivida a través de una porcion azida. En algunos

aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural comprende una porcién azida
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que esta ligada a un ligador, polimero, molécula biolégicamente activa o porcién de
extensiéon de semivida que comprende una porcién alquino; En algunos aspectos, el
aminodcido codificado de manera no natural comprende una porcion azida o alquino
que esta ligada a un ligador, polimero, molécula biolégicamente activa o porcién de
extension de semivida a través de un enlace amida.

[0293] En algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural esta ligado
a un ligador, polimero, molécula biolégicamente activa o porcion de extensién de
semivida a través de un enlace oxima. En algunos aspectos, el aminoacido codificado
de manera no natural esta ligado a un ligador, polimero, molécula biol6gicamente activa
o porcién de extension de semivida a través de un enlace oxima, en donde dicho enlace
oxima tiene una estructura que deriva de la reaccion de un grupo carbonilo y un grupo
aminooxi. En algunos aspectos, el aminoacido codificado de manera no natural esta
ligado a un ligador, polimero, molécula biol6gicamente activa o porcién de extension de
semivida a través de un enlace oxima, en donde dicho enlace oxima tiene una estructura
gue deriva de la reaccion de un grupo carbonilo contenido en dicho aminoacido
codificado de manera no natural y un grupo aminooxi contenido en dicho ligador,
polimero, molécula biolégicamente activa o porcion de extension de semivida.

[0294] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado descrito en la presente
tiene al menos una actividad biolégica del polipéptido FGF-21 humano de tipo silvestre
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

[0295] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 modificado comprende al menos un
aminodcido codificado de manera no natural ligado a un polimero hidrosoluble que
comprende una porcién poli(etilenglicol). En algunos aspectos, uno o mas aminoacidos
codificados de manera no natural se incorporan en una o mas de las siguientes
posiciones en FGF-21 modificado: antes de la posicion 1 (es decir, en el extremo N), 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74,75, 76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172,173,174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (es

decir, en el extremo carboxilo de la proteina) (posiciones de aminoacidos
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correspondientes a SEQ ID NO: 3).

[0296] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 en una formulacién farmacéutica
divulgada en la presente es un polipéptido FGF-21 modificado descrito, por ejemplo, en
las patentes estadounidenses N.°s 9.273.106; 9.458.214; 9.744.213; 8.541.369;
8.188.040; 9.120.871; 9.895.417; 9.266.935; 6.716.626; 4.904.584; o0 8.722.622; la
publicacion de solicitud estadounidense N.°© 2013/0231277; 2009/0305986;
2011/0195895; 2010/0216715; 2001/0012628; 2004/0259780; 2005/0176631;
20070293430; o 2012/0035099; o las publicaciones PCT N.°s W02016048999;
W02010065439; WO2017093465; WO2003011213; W0O2003059270; WO2005091944;
W02008121563; W0O199967291, W0O199903887, W0O200026354; o WO2017220706;
que se incorporan en la presente por referencia en su totalidad.

V. Porciones de extension de semivida

[0297] Los polipéptidos FGF-21 de la presente divulgacion pueden comprender una
porcion heteréloga, que en algin aspecto es una porcion de extension de semivida. En
algunos aspectos, la porcion de extension de semivida es una porcion polipéptido,
mientras que en otros aspectos, la porcién de extension de semivida es una porcién no
polipéptido. En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 comprende una sola porcion de
extension de semivida. Sin embargo, en otros aspectos, un polipéptido FGF-21
divulgado en la presente puede comprender mas de una porcion de extension de
semivida.

[0298] Las porciones de extension de semivida incluyen porciones de extension de
semivida proteindceas y no proteinaceas. Las porciones de extension de semivida no
proteinaceas incluyen, por ejemplo, polimeros hidrosolubles tales como polietilenglicol
(PEG), almiddn de hidroxietilo (HES), lipidos, grupos acilo ramificados o no ramificados,
grupos Cg-Czo acilo ramificados o no ramificados, grupos alquilo ramificados o no
ramificados y grupos Cg-Cs alquilo ramificados o no ramificados. Las porciones de
extensién de semivida proteinaceas incluyen, por ejemplo, albumina de suero,
transferrina, adnectinas (por ejemplo, adnectinas de unién a albiumina o de prolongacién
de farmacocinética (PKE)), dominios Fc, y polipéptidos no estructurados, tales como
XTEN y PAS (por ejemplo, secuencias de polipéptidos de conformacién desordenada
compuestas por los aminoacidos Pro, Ala y/o Ser), asi como un fragmento de cualquiera
de las anteriores.

[0299] Un examen de la estructura cristalina de FGF-21 o de un miembro de la familia
FGF y su interaccion con el receptor de FGF puede indicar qué residuos de aminoacidos

determinados tienen cadenas laterales total o parcialmente accesibles al solvente. La
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cadena lateral de un aminoacido codificado de manera no natural en estas posiciones
puede apuntar hacia afuera de la superficie de la proteina y hacia el solvente en el
exterior y, por lo tanto, puede estar ligada, por ejemplo, a un polimero hidrosoluble.

(a) Regibn constante de inmunoglobulina o porcion de esta

[0300] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta ligado, por ejemplo, fusionado
0 conjugado, a una regidn constante de inmunoglobulina o una porcion de esta. Una
region constante de inmunoglobulina estda compuesta de dominios indicados como
dominios de CH (pesada constante) (CH1, CH2, etc.). De acuerdo con el isotipo (es
decir, IgG, IgM, IgA IgD o IgE), la region constante puede estar compuesta por tres o
cuatro dominios de CH. Algunas regiones constantes de isotipos (por ejemplo, IgG)
también contienen una regién bisagra. Ver Janeway et al. 2001, Immunobiology,
Garland Publishing, N.Y., N.Y.

[0301] Una region constante de inmunoglobulina o una porcién de esta para producir la
proteina de fusion de la presente divulgacion se puede obtener de diferentes fuentes.
En algunos aspectos, una region constante de inmunoglobulina o una porcién de esta
deriva de una inmunoglobulina humana. Sin embargo, cabe destacar que la region
constante de inmunoglobulina o una porcion de esta puede derivar de una
inmunoglobulina de otras especies de mamiferos, que incluyen, por ejemplo, un roedor
(por ejemplo, un ratén, una rata, un conejo, un conejillo de Indias) o especies de primates
no humanos (por ejemplo, chimpancés, Macaca fascicularis). Ademas, la region
constante de inmunoglobulina o una porcién de esta puede derivar de cualquier tipo de
inmunoglobulina, que incluye IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de
inmunoglobulina, que incluye 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. En un aspecto, se utiliza el
isotipo IgG1 humana.

[0302] Una variedad de las secuencias génicas de la region constante de
inmunoglobulina (por ejemplo, las secuencias génicas de la regién constante humana)
se encuentran disponibles en la forma de depdésitos de acceso publico. Se pueden
seleccionar secuencias de dominios de regidon constante con una funcion efectora
particular (o sin una funcion efectora particular) o con una modificacién particular para
reducir la inmunogenicidad. Se publicaron muchas secuencias de anticuerpos y genes
gue codifican anticuerpos, y secuencias de region constante de Ig adecuadas (por
ejemplo, secuencias bisagra, CH2 y/o CH3, o porciones de estas) pueden derivar de
estas secuencias con el uso de técnicas reconocidas en el estado de la técnica. El
material genético obtenido con el uso de cualquiera de los métodos anteriores se puede

alterar o sintetizar luego para obtener polipéptidos de la presente divulgacion. Cabe
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destacar también que el alcance de esta divulgacion abarca alelos, variantes y
mutaciones de secuencias de ADN de regidn constante.

[0303] Las secuencias de la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de
estas se pueden clonar usando, por ejemplo, la reaccién en cadena de polimerasa y
cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar una
secuencia de la regidn constante de inmunoglobulina o una porcion de esta de un
anticuerpo, mARN se puede aislar de hibridoma, células esplénicas o células linfaticas,
se puede transcribir de manera inversa en ADN, y los genes del anticuerpo se pueden
amplificar mediante PCR. Los métodos de amplificacion de la PCR se describen en
detalle en la patente estadounidense N.°s 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188;
y en, por ejemplo, “PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications” Innis et al.
eds., Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al.
1993. Methods Enzymol. 217:270). La PCR se puede iniciar mediante cebadores de la
regidon constante de consenso o mediante cebadores mas especificos en funciéon del
ADN de cadena pesaday liviana y las secuencias de aminoacidos publicados. Como se
analiz6 anteriormente, la PCR también se puede usar para aislar los clones de ADN que
codifican las cadenas liviana y pesada del anticuerpo. En este caso se pueden cribar las
colecciones mediante cebadores de consenso o sondas homologas mas amplias, tales
como sondas de region constante para raton. Los conjuntos de cebadores numerosos
adecuados para la amplificacion de genes del anticuerpo son conocidos en el estado de
la técnica (por ejemplo, cebadores 5’ en funcién de la secuencia del extremo N de
anticuerpos purificados (Benhar y Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509);
amplificacién rapida de extremos de cADN (Ruberti, F. et al. 1994. J. Immunol. Methods
173:33); secuencias lider de anticuerpo (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys. Res.
Commun. 160:1250). La clonacién de secuencias de anticuerpo se describe también en
Newman et al., patente estadounidense N.° 5.658.570, presentada el 25 de enero de
1995.

[0304] Una region constante de inmunoglobulina usada en la presente puede incluir
todos los dominios y la region bisagra o porciones de esta. En un aspecto, la region
constante de inmunoglobulina o una porcién de esta comprende el dominio CH2, el
dominio CH3 y una region bisagra, es decir, una regién Fc o un componente de union a
FcRn.

[0305] Como se usa en la presente, la expresion region Fc se define como la porcion
de un polipéptido que corresponde a la regién Fc de inmunoglobulina nativa, es decir,

formada por la asociacion dimérica de los dominios Fc respectivos de sus dos cadenas
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pesadas. Una regién Fc nativa forma un homodimero con otra region Fc.

[0306] En un aspecto, la regién Fc se refiere a la porcidon de una cadena pesada de
inmunoglobulina Unica que comienza en la region bisagra justo corriente arriba del sitio
de escisién de papaina (es decir, residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de la
region constante de cadena pesada como 114) y que termina en el extremo C del
anticuerpo. En consecuencia, un dominio Fc completo comprende al menos un dominio
bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

[0307] La region Fc de una regiéon constante de inmunoglobulina, en funcién del isotipo
de inmunoglobulina puede incluir los dominios CH2, CH3 y CH4, asi como la regién
bisagra. Las proteinas de fusién que comprenden una regiéon Fc de una inmunoglobulina
otorgan varias propiedades convenientes en una proteina de fusion, que incluyen mayor
estabilidad, mayor semivida en suero (ver Capon et al., 1989, Nature 337:525) y unién
a receptores Fc, tales como el receptor Fc neonatal (FCRn) (patentes estadounidenses
N.°s 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613; WO 03/077834; US2003-0235536A1).

[0308] En algunos aspectos, la “region Fc” incluye una secuencia de aminoéacidos de
un dominio Fc o derivada de un dominio Fc. En algunos aspectos, una regiéon Fc
comprende al menos uno de: un dominio bisagra (por ejemplo, region bisagra superior,
media y/o inferior) (alrededor de aminoacidos 216-230 de una region Fc de anticuerpo,
de acuerdo con la numeracién de EU), un dominio CH2 (alrededor de aminoéacidos 231-
340 de una region Fc de anticuerpo de acuerdo con la humeracion de EU), un dominio
CH3 (alrededor de aminoacidos 341-438 de una regiéon Fc de anticuerpo de acuerdo
con la numeracion de EU), un dominio CH4, o una variante, una porcién o un fragmento
de esta. En otros aspectos, una region Fc comprende un dominio Fc completo (es decir,
un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3). En algunos aspectos, una
region Fc comprende, consiste esencialmente en, o consiste en un dominio bisagra (o
una porcion de este) fusionado a un dominio CH3 (o una porcién de este), un dominio
bisagra (o una porcién de este) fusionado a un dominio CH2 (o una porcién de este), un
dominio CH2 (o una porcion de este) fusionado a un dominio CH3 (o una porcién de
este), un dominio CH2 (o una porcién de este) fusionado a un dominio bisagra (o0 una
porcion de este) y un dominio CH3 (o una porcién de este). Aun en otros aspectos, una
region Fc no tiene al menos una porciéon de un dominio CH2 (por ejemplo, la totalidad o
parte de un dominio CH2). En un aspecto particular, una region Fc comprende o consiste
en aminod&cidos correspondientes a los numeros de EU 221 a 447.

[0309] Los dominios Fc indicados en la presente como F, F1 o F2 se pueden obtener

de diferentes fuentes. En un aspecto, una region Fc del polipéptido deriva de una
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inmunoglobulina humana. Sin embargo, cabe destacar que una region Fc puede derivar
de una inmunoglobulina de otras especies de mamiferos, que incluyen, por ejemplo, un
roedor (por ejemplo, un ratén, una rata, un conejo, un conejillo de Indias) o especies de
primates no humanos (por ejemplo, chimpancés, Macaca fascicularis). Ademas, el
polipéptido de los dominios Fc o porciones de este puede derivar de cualquier tipo de
inmunoglobulina, que incluye IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de
inmunoglobulina, que incluye IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. En otro aspecto, se utiliza el
isotipo IgG1 humana.

[0310] En algunos aspectos, la variante Fc confiere un cambio en al menos una funcién
efectora impartida por una region Fc que comprende dicho dominio Fc de tipo silvestre
(por ejemplo, una mejora o reduccion en la capacidad de la regién Fc de unirse a
receptores Fc (por ejemplo, FcyRI, FcyRIl o FcyRIIl) o proteinas de complemento (por
ejemplo, C1q), o de desencadenar citotoxicidad dependiente del anticuerpo (ADCC),
fagocitosis o citotoxicidad dependiente del complemento (CDCC)). En otros aspectos,
la variante Fc proporciona un residuo de cisteina modificado por ingenieria genética.
[0311] Las regiones Fc de la divulgacion pueden utilizar variantes Fc reconocidas en el
estado de la técnica conocidas por impartir un cambio (por ejemplo, una mejora o
reduccién) en la funcidn efectora y/o la unién a FcR. Especificamente, una molécula de
unién de la divulgacion puede incluir, por ejemplo, un cambio (por ejemplo, una
sustitucion) en una o mas de las posiciones de aminoacido divulgadas en las
publicaciones internacionales PCT WO0O88/07089A1, W096/14339A1, WO98/05787A1,
WO098/23289A1, W099/51642A1, WO99/58572A1, WO00/09560A2, WO00/32767A1,

WOO00/42072A2, WO02/44215A2, WOO02/060919A2, WOO03/074569A2,
WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, WOO04/063351A2,
WOO04/074455A2, WOO04/099249A2, WOO05/040217A2, WQ0O04/044859,

WOO05/070963A1, WOO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2,
WO006/019447A1, WO06/047350A2 y WO06/085967A2; las publicaciones de patentes
estadounidenses N.°s US2007/0231329, US2007/0231329, US2007/0237765,
US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603,
US20070286859, US20080057056 ; o las patentes estadounidenses 5.648.260;
5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195;
6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; 7.083.784;
7.404.956 y 7.317.091. En un aspecto, el cambio especifico (por ejemplo, la sustitucion
especifica de uno o mas aminoacidos divulgados en el estado de la técnica) se puede

llevar a cabo en una o mas de las posiciones de aminoacidos divulgadas. En otro
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aspecto, se puede llevar a cabo un cambio diferente en una o mas de las posiciones de
aminodcidos divulgadas (por ejemplo, la diferente sustitucién de una o0 mas posiciones
de aminoécidos divulgadas en el estado de la técnica).

[0312] Laregién Fc de IgG se puede modificar segun procedimientos reconocidos, tales
como mutagénesis dirigida y similares, para obtener fragmentos de IgG o Fc o porciones
de estos que se uniran mediante receptores Fc. Tales modificaciones incluyen
modificaciones remotas de los sitios de contacto del receptor Fc asi como
modificaciones en los sitios de contacto que preservan o incluso mejoran la unién a los
receptores Fc. Por ejemplo, los siguientes residuos de aminoacido Unico en Fc de IgG1
humana (Fcy1) se pueden sustituir sin pérdida significativa de la afinidad de union a Fc
para los receptores Fc: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A,
T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A,
V282A, E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F,
N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A,
K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q, P331A, E333A,
K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A,
M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A,
S383A, N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A,
D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A, VA22A, S424A, E4A30A, N434A, TA37A,
Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, en donde, por ejemplo, P238A representa
prolina de tipo silvestre sustituida con alanina en la posicion nimero 238. En un ejemplo,
un aspecto especifico incorpora la mutacién de N297A, lo que elimina un sitio de N-
glucosilacion altamente conservado. Ademas de alanina, otros aminoacidos pueden
sustituir los aminodacidos de tipo silvestre en las posiciones especificadas anteriormente.
Las mutaciones se pueden introducir en Fc para dar lugar a mas de cien regiones Fc
distintas de Fc nativo. Ademas, las combinaciones de dos, tres o mas de estas
mutaciones individuales se pueden introducir en conjunto, para dar lugar a cientos de
regiones Fc mas. Ademds, una de las regiones Fc de un constructo de la divulgacion
puede ser mutada y la otra regién Fc del constructo puede no ser mutada, o ambas
pueden ser mutadas pero con diferentes mutaciones.

[0313] Algunas de las mutaciones anteriores pueden conferir nueva funcionalidad ante
la region Fc. Por ejemplo, un aspecto incorpora N297A, lo que elimina un sitio de N-
glucosilacion altamente conservado. El efecto de esta mutacion es reducir la
inmunogenicidad, y en consecuencia, mejorar la semivida circulante de la region Fc, y

hacer que la region Fc no sea capaz de ligarse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIIA,
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sin perjudicar la afinidad (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847; Friend et al.
1999, Transplantation 68:1632; Shields et al. 1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Como otro
ejemplo de nueva funcionalidad que surge de mutaciones, en algunos casos, la afinidad
descrita anteriormente de receptores Fc puede aumentar mas alla de la de tipo silvestre.
Esta mayor afinidad puede reflejar una constante de asociacibn aumentada, una
constante de disociacion disminuida o tanto una constante de asociacion aumentada
como una constante de disociacién disminuida. Los ejemplos de mutaciones que se
considera que imparten una mayor afinidad a receptores Fc incluyen, entre otros,
T256A, T307A, E380A y N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

[0314] Ademas, al menos tres receptores gamma Fc parecen reconocer un sitio de
union en IgG en la regidn bisagra inferior, por lo general, los aminoacidos 234-237. Por
lo tanto, puede surgir otro ejemplo de nueva funcionalidad y posible inmunogenicidad
disminuida de mutaciones de esta regién, por ejemplo, reemplazando los aminoacidos
233-236 de "ELLG" de IgG1 humana con la secuencia correspondiente de "PVA" de
IgG2 (con una eliminacién de aminoacido). Se ha demostrado que FcyRII, FcyRIl y
FcyRIIl, que median varias funciones efectoras, no se uniran a IgG1 cuando se hayan
introducido tales mutaciones. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77 y
Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

[0315] En algunos aspectos, la region constante de inmunoglobulina o una porcién de
esta es hemi-glucosilada. Por ejemplo, la proteina de fusibn comprende dos regiones
Fc o los componentes de unidon a FcRn pueden contener una primera region Fc
glucosilada (por ejemplo, una regién CH2 glucosilada) y una segunda region Fc
aglucosilada (por ejemplo, una regién CH2 aglucosilada). En un aspecto, un ligador se
puede interponer entre las regiones Fc glucosiladas y aglucosiladas. En otro aspecto, la
region Fc o el componente de uniéon a FcRn estan totalmente glucosilados, es decir,
todas las regiones Fv estan glucosiladas. En otros aspectos, la regiéon Fc puede estar
aglucosilada, es decir, ninguna de las porciones Fc esta glucosilada.

[0316] En algunos aspectos, una proteina de fusién de la divulgacion comprende una
sustitucién de aminoacidos en una region constante de inmunoglobulina o una porcién
de esta (por ejemplo, variantes Fc), que altera las funciones efectoras independientes
de antigeno de la region constante de Ig, en particular, la semivida circulante de la
proteina.

[0317] Tales proteinas exhiben mayor o menor unién a un receptor Fc cuando se
comparan con las proteinas que no tienen estas sustituciones y, por lo tanto, tienen una

semivida en suero mayor o menor, respectivamente. Se prevé que las variantes Fc con
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afinidad mejorada a un receptor Fc tengan semividas en suero mas extensas, y tales
moléculas tienen aplicaciones Utiles en métodos para tratar mamiferos en donde se
desea la semivida extensa del polipéptido administrado, por ejemplo, para tratar una
enfermedad o un trastorno crénicos (ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses N.°s
7.348.004, 7.404.956 y 7.862.820). En contraste, se espera que las variantes Fc con
afinidad de unién disminuida al receptor Fc tengan semividas mas cortas, y tales
moléculas también son Utiles, por ejemplo, para la administracién a un mamifero en
donde un tiempo de circulacibn mas corto puede ser ventajoso, por ejemplo, para el
diagnéstico por imagenes in vivo o en situaciones en donde el polipéptido de inicio tiene
efectos colaterales toxicos cuando esta presente en la circulaciébn durante periodos
prolongados. Las variantes Fc con afinidad de unién disminuida al receptor Fc también
tienen menos probabilidad de cruzar la placenta y, de este modo, son también (Utiles
para el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas.

[0318] Ademas, otras aplicaciones en las que puede ser conveniente la afinidad de
union reducida al receptor Fc incluyen aquellas aplicaciones en las que es conveniente
la localizacién en el cerebro, rifion y/o higado. En un aspecto de ejemplo, la proteina de
fusidon de la divulgacion exhibe transporte reducido sobre el epitelio de glomérulos
renales de la vasculatura. En otro aspecto, la proteina de fusién de la divulgacién exhibe
transporte reducido sobre la barrera hematoencefalica (BBB) del cerebro, en el espacio
vascular. En un aspecto, una proteina con una union alterada al receptor Fc comprende
al menos una regién Fc (por ejemplo, una o dos regiones Fc) que tiene una 0 mas
sustituciones de aminoacidos en el “bucle de unién al receptor Fc” de una regién
constante de Ig. El bucle de unién al receptor Fc estd compuesto por residuos de
aminoacidos 280-299 (de acuerdo con la numeracién de EU) de una region Fc de
longitud completa, de tipo silvestre.

[0319] En otros aspectos, una regién constante de Ig o una porcion de esta de la
divulgacién con una afinidad de unién alterada al receptor Fc comprende al menaos una
region Fc que tiene una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una posicion de
aminoacido que corresponde a cualquiera de las siguientes posiciones de EU: 256, 277-
281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342, 376, 381, 384, 385, 387, 434 (por ejemplo, N434A
0 N434K) y 438. Las sustituciones de aminoacidos de ejemplo que alteraron la actividad
de union al receptor Fc se divulgan en la publicacion internacional PCT N.°
WOO05/047327.

(b) Albumina o fragmento, o variante de esta

[0320] En algunos aspectos, el polipéptido FGF-21 esta ligado, por ejemplo, fusionado
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0 conjugado, a albumina o un fragmento funcional de esta.

[0321] La albimina de suero humano (HSA o HA), una proteina de 609 aminoacidos en
su forma de longitud completa, es responsable de una proporcion significativa de presién
osmética de suero y también funciona como un portador de ligandos endbégenos y
exégenos. Como se usa en la presente, el término albumina incluye albimina de
longitud completa o un fragmento funcional, variante, derivado o analogo de esta.
[0322] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida ligada al polipéptido
FGF-21 es albumina o un fragmento o variante de esta, que extiende (o es capaz de
extender) la semivida del polipéptido FGF-21. Otros ejemplos de albumina o los
fragmentos o variantes de esta se divulgan en la publicacion de las patentes
estadounidense N.°s 2008/0194481 A1, 2008/0004206 A1, 2008/0161243 Al,
2008/0261877 Al o 2008/0153751 Al, o las publicaciones de la solicitud
estadounidense N.°s 2008/033413 A2, 2009/058322 Al o 2007/021494 A2.

(c) Porcidn de union a albumina

[0323] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es una porcién de unién a albumina, que
comprende un péptido de unidn a albamina, un dominio de unién a albimina bacteriana,
un fragmento de anticuerpo de unién a albumina, o cualquier combinacion de estos. Por
ejemplo, la proteina de unién a albimina puede ser una proteina de unién a albumina
bacteriana, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que incluye anticuerpos de
dominio (ver la patente estadounidense N.° 6.696.245). Por ejemplo, una proteina de
unién a albumina puede ser un dominio de unién a albamina bacteriana, tal como el de
la proteina G estreptocécica (Konig, T. y Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218,
73-83). Otros ejemplos de péptidos de unién a albimina que se pueden usar como
componente de conjugacion son, por ejemplo, los que tienen una secuencia de
consenso Cys-Xaa 1 -Xaa 2 -Xaa 3 -Xaa 4 -Cys, en donde Xaa 1 es Asp, Asn, Ser, Thr
o0 Trp; Xaa 2 es Asn, GIn, H es, lle, Leu o Lys; Xaa 3 es Ala, Asp, Phe, Trp o Tyr; y
Xaa 4 es Asp, Gly, Leu, Phe, Ser o Thr como se describe en la solicitud de patente
estadounidense 2003/0069395 o en Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol.
Chem. 277, 35035-35043).

(d) Secuencia PAS

[0324] En otros aspectos, la porcion de extensién de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es una secuencia PAS. Como se usa en
la presente, una "secuencia PAS" se refiere a una secuencia de aminodcidos que

comprende principalmente residuos de alaninay serina o que comprende principalmente
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residuos de alanina, serina y prolina, en donde la secuencia de aminoacidos forma una
conformacion de enrollamiento aleatorio en condiciones fisiol6gicas. En consecuencia,
la secuencia PAS es un blogue de construccion, un polimero de aminoacido o un casete
de secuencia que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en alanina, serina
y prolina que se puede usar como una parte de la porcién heteréloga en la proteina de
fusién. Aun asi, la persona del oficio de nivel medio sabe que un polimero de aminoacido
puede formar también una conformacién de enrollamiento aleatorio cuando se agregan
residuos que no son de alanina, serina y prolina como un constituyente menor en la
secuencia PAS. La expresion “constituyente menor”, como se usa en la presente,
significa que los aminoacidos que no son de alanina, serina y prolina se pueden agregar
a la secuencia PAS hasta un determinado punto, por ejemplo, hasta alrededor de 12 %,
es decir, alrededor de 12 de 100 aminoécidos de la secuencia PAS, hasta alrededor de
10 %, es decir, alrededor de 10 de 100 amino4cidos de la secuencia PAS, hasta
alrededor de 9 %, es decir, alrededor de 9 de 100 amino&cidos, hasta alrededor de 8 %,
es decir, alrededor de 8 de 100 aminoacidos, alrededor de 6 %, es decir, alrededor de
6 de 100 aminoécidos, alrededor de 5 %, es decir, alrededor de 5 de 100 aminoacidos,
alrededor de 4 %, es decir, alrededor de 4 de 100 aminoécidos, alrededor de 3 %, es
decir, alrededor de 3 de 100 aminoécidos, alrededor de 2 %, es decir, alrededor de 2 de
100 aminoécidos, alrededor de 1 %, es decir, alrededor de 1 de 100 de los amino&cidos.
Los aminoacidos que no son de alanina, serina y prolina se pueden seleccionar del
grupo que consiste en Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe,
Thr, Trp, Tyry Val.

[0325] En condiciones fisioldgicas, el tramo de la secuencia PAS forma una
conformacion de enrollamiento aleatorio y puede mediar una mayor estabilidad in vivo
y/o in vitro en el polipéptido FGF-21. Dado que el dominio de enrollamiento aleatorio no
adopta una estructura estable ni funciona por si mismo, la actividad biolégica mediada
por FGF-21 se conserva esencialmente. En otros aspectos, las secuencias PAS que
forman dominio de enrollamiento aleatorio son biolégicamente inertes, en especial en lo
que se refiere a protedlisis en plasma en sangre, inmunogenicidad, punto
isoeléctrico/comportamiento electroestéatico, union a receptores de superficie celular o
internalizacién, pero siguen siendo biodegradables, lo que proporciona ventajas
evidentes con respecto a polimeros sintéticos, tales como PEG.

[0326] Las secuencias PAS de ejemplo se proporcionan, por ejemplo, en la publicacion
de la patente estadounidense N.° 2010/0292130 Al y la solicitud de publicacion de
estadounidense N.° WO 2008/155134 Al, ambas incorporadas en la presente por
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referencia en su totalidad).

(e) Secuencia HAP

[0327] En algunos aspectos, la porcién de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es un polimero homo-amino-acido (HAP)
rico en glicina. La secuencia HAP puede comprender una secuencia repetitiva de glicina,
que tiene al menos 50 aminoacidos, al menos 100 aminoacidos, 120 aminoéacidos, 140
aminodcidos, 160 aminoéacidos, 180 aminoéacidos, 200 aminoacidos, 250 aminoacidos,
300 aminoacidos, 350 aminoacidos, 400 aminoacidos, 450 aminoacidos o 500
aminodcidos de longitud.

[0328] En un aspecto, la secuencia HAP es capaz de extender la semivida de una
porcion fusionada o ligada a la secuencia HAP. Los ejemplos no limitativos de la
secuencia HAP incluyen (Gly)n, (Gly4Ser)n o S(Gly4Ser)n, en donde nes 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20. En un aspecto, n es 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40. En un aspecto, n es
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200.

(f) Transferrina o fragmento de esta

[0329] En algunos aspectos, la porcién de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es transferrina o un fragmento de esta.
Cualquier transferrina se puede usar para elaborar las proteinas de fusién de la
divulgacion. Como un ejemplo, la Tf humana de tipo silvestre (Tf) es una proteina de
679 aminoécidos, de alrededor de 75 KDa (sin contar la glucosilacién), con dos dominios
principales, N (alrededor de 330 aminoacidos) y C (alrededor de 340 aminoéacidos), que
parecen originarse de una duplicacion génica. Ver los nimeros de acceso GenBank
NMO001063, XM002793, M12530, XM039845, XM 039847 y S95936
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). La transferrina comprende dos dominios, dominio N y dominio
C. El dominio N comprende dos subdominios, dominio N1 y dominio N2, y el dominio C
comprende dos subdominios, dominio C1 y dominio C2.

[0330] En un aspecto, la porcién de transferrina de la proteina de fusion incluye una
variante de empalme de transferrina. En un ejemplo, una variante de empalme de
transferrina puede ser una variante de empalme de transferrina humana, por ejemplo,
acceso Genbank AAA61140. En otro aspecto, la porcién de transferrina de la proteina
de fusion incluye uno o mas dominios de la secuencia de transferrina, por ejemplo,
dominio N, dominio C, dominio N1, dominio N2, dominio C1, dominio C2 o cualquier
combinacion de estos.

(g) Polimero, por ejemplo, polietilenglicol (PEG)
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[0331] En otros aspectos, la porcion de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es un polimero soluble conocido en el
estado de la técnica, que incluye, entre otros, polietilenglicol (PEG),
etilenglicol/copolimeros de propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano o alcohol de
polivinilo. Los derivados quimicamente modificados de los polipéptido FGF-21 de la
divulgacion pueden proporcionar ventajas adicionales tales como solubilidad,
estabilidad y tiempo de circulacion del polipéptido aumentados, o inmunogenicidad
disminuida (ver la patente estadounidense N.° 4.179.337). El polimero soluble se puede
unir en cualquier posicion al polipéptido FGF-21 o su extremo N o C. El polimero soluble
se puede unir a posiciones aleatorias dentro de la secuencia del polipéptido FGF-21 o
a posiciones predeterminadas dentro del polipéptido FGF-21 y puede incluir una, dos,
tres 0 méas porciones de polimero solubles unidas. En algunos aspectos, el polimero se
une a una cadena lateral de un aminoéacido natural. En otros aspectos, el polimero se
une a una cadena lateral de un aminoacido codificado de manera no natural, por
ejemplo, un derivado de fenilalanina tal como para-acetil-L-fenilalanina.

[0332] El polimero soluble puede ser de cualquier peso molecular y puede ser
ramificado o no ramificado. En un aspecto, en el caso de PEG, el peso molecular es de
alrededor de 1 kDa a alrededor de 100 kDa para facilitar la manipulacion y fabricacion.
En algunos aspectos, el peso molecular del polimero soluble, por ejemplo, PEG, es
alrededor de 30 kDa. Se pueden usar otros tamarfios, en funcion del perfil deseado (por
ejemplo, la duracién de la liberacion sostenida deseada, los efectos, si los hubiera, en
la actividad biol6gica, la facilidad de la manipulacién, el grado o la falta de antigenicidad
y otros efectos conocidos del polietilenglicol en una proteina o analogo). Por ejemplo, el
PEG puede tener un peso molecular promedio de alrededor de 200, 500, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 8500,
9000, 9500, 10.000, 10.500, 11.000, 11.500, 12.000, 12.500, 13.000, 13.500, 14.000,
14.500, 15.000, 15.500, 16.000, 16.500, 17.000, 17.500, 18.000, 18.500, 19.000,
19.500, 20.000, 25.000, 30.000, 35.000, 40.000, 45.000, 50.000, 55.000, 60.000,
65.000, 70.000, 75.000, 80.000, 85.000, 90.000, 95.000 o0 100.000 Da.

[0333] En algunos aspectos, el PEG puede tener una estructura ramificada. Los PEG
ramificados se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense N.° 5.643.575;
Morpurgo et al., Appl. Biochem. Biotechnol. 56:59-72 (1996); Vorobjev et al.,
Nucleosides Nucleotides 18:2745-2750 (1999); y Caliceti et al., Bioconjug. Chem.
10:638-646 (1999).

[0334] La cantidad de porciones PEG unidas al polipéptido FGF-21 también puede
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variar. Por ejemplo, las proteinas PEGiladas de la divulgacion pueden estar ligadas, en
promedio, a 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 12, 15, 17, 20 o mas moléculas de PEG. De
manera similar, el grado de sustitucion promedio puede estar dentro de rangos tales
como 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 5-7, 6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 12-14, 13-15, 14-16, 15-
17, 16-18, 17-19 o 18-20 porciones PEG por molécula de proteina. Los métodos para
determinar el grado de sustituciéon se divulgan, por ejemplo, en Delgado et al., Crit. Rev.
Thera. Drug Carrier Sys. 9:249-304 (1992).

[0335] En otros aspectos, el polipéptido FGF-21 usado en las formulaciones de la
presente divulgacidon se conjuga con uno o mas polimeros. El polimero puede ser
hidrosoluble y puede estar unido de manera covalente o no covalente al polipéptido
FGF-21 u otras porciones conjugadas con el polipéptido FGF-21. Los ejemplos no
limitativos del polimero pueden ser poli(6xido de alquileno), poli(pirrolidona de vinilo),
poli(alcohol de vinilo), polioxazolina o poli(acriloilmorfolina).

(h) Almidén de hidroxietilo (HES)

[0336] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es almidon de hidroxietilo (HES) o un
derivado de este. HES es un derivado de amilopectina natural y se degrada en el cuerpo
mediante alfa-amilasa. HES es un derivado sustituido de la amilopectina de polimero de
carbohidrato, que esta presente en el almidén de maiz en una concentracion de hasta
95 % en peso. HES exhibe propiedades bioldgicas ventajosas y se usa como agente de
reemplazo de volumen de sangre y en tratamiento de hemodilucion en las clinicas
(Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987); y Weidler et al.,
Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41, 494-498 (1991)).

[0337] La amilopectina contiene porciones de glucosa, en donde, en la cadena principal,
estan presentes los enlaces alfa-1,4-glucosidicos, y en los sitios de ramificacion, se
encuentran los enlaces alfa-1,6-glucosidicos. Las propiedades fisico-quimicas de esta
molécula se determinan principalmente por el tipo de enlaces glucosidicos. Debido al
enlace alfa-1,4-glucosidico cortado, se producen las estructuras helicoidales con
alrededor de seis monémeros de glucosa por vez. Las propiedades fisico-quimicas asi
como las propiedades bioguimicas del polimero se pueden modificar por sustitucion. La
introduccion de un grupo hidroxietilo se puede lograr mediante hidroxietilacion alcalina.
Mediante la adaptacion de condiciones de reaccién, es posible aprovechar la diferente
reactividad del grupo hidroxi respectivo en el monémero de glucosa no sustituido con
respecto a una hidroxietilacién. A causa de esto, la persona del oficio de nivel medio

puede influir en el patrén de sustitucién en una medida limitada.
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[0338] HES se caracteriza principalmente por la distribucién de peso molecular y el
grado de sustituciéon. El grado de sustitucién, indicado como DS y que se refiere a la
sustitucion molar, es conocido por la persona del oficio de nivel medio. Ver
Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987), como se menciond
anteriormente, en particular, la pagina 273.

[0339] En un aspecto, HES tiene una media de peso molecular (peso medio) de 1 a 300
kD, de 2 a 200kD, de 3a 100 kD, o de 4 a 70kD. El almidén de hidroxietilo puede ademas
exhibir un grado molar de sustitucién de 0,1 a 3, preferentemente, 0,1 a 2, con mayor
preferencia, 0,1 a 0,9, preferentemente, 0,1 a 0,8, y una relacion de sustitucion C2:C6
en el rango de 2 a 20 con respecto a los grupos hidroxietilo. Un ejemplo no limitativo de
HES que tiene un peso molecular de alrededor de 130 kD es un HES con un grado de
sustitucioén de 0,2 a 0,8, tal como 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 o0 0,8, preferentemente, de
0,4a0,7, tal como 0,4, 0,5, 0,6 0 0,7. En un aspecto especifico, HES con una media de
peso molecular de alrededor de 130 kD es Voluven® de Fresenius. Voluven® es un
coloide artificial, usado, por ejemplo, para el reemplazo del volumen usado en
indicaciones terapéuticas para el tratamiento y la profilaxis de hipovolemia. Las
caracteristicas de Voluven® son una media de peso molecular de 130.000+/-20.000 D,
una sustitucion molar de 0,4 y una relacion C2:C6 de alrededor de 9:1. En otros
aspectos, los rangos de la media de peso molecular del almidén de hidroxietilo son, por
ejemplo,4a70kDo10a70kDo012a70kDo18a70kD o50a 70 kD 04 a50kD o
10a50kDo12a50kbDo18a50kbDo4al8kbDol0al8kbDol12al8kDo4al2
kD 010 a 12 kD 0 4 a 10 kD. Aun en otros aspectos, la media de peso molecular del
almidén de hidroxietilo usado esta en el rango de mas de 4 kD y menos de 70 kD, tal
como alrededor de 10 kD, oenelrangode9al1l0kDode 10all1kDode9a11kD, o
alrededor de 12 kD, oenelrangode 11 al1l2 kD)o de 12a 13 kDode 1llal1l3 kD, o
alrededor de 18 kD, o enelrango de 17 a 18 kD o de 18 a 19 kD o de 17 a 19 kD, o
alrededor de 30 kD, o en el rango de 29 a 30, o de 30 a 31 kD, o alrededor de 50 kD, o
en el rango de 49 a 50 kD o de 50 a 51 kD o de 49 a 51 kD.

[0340] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida puede consistir en una
mezcla de HES que tiene diferentes medias de peso molecular y/o diferentes grados de
sustitucion y/o diferentes relaciones de sustitucion C2: C6. Por lo tanto, las mezclas de
HES se pueden usar con diferentes medias de peso molecular y diferentes grados de
sustitucion y diferentes relaciones de sustituciéon C2: C6, o con diferentes medias de
peso molecular y diferentes grados de sustitucion y la misma o casi la misma relacion

de sustitucion C2:C6, o con diferentes medias de peso molecular y el mismo o casi el
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mismo grado de sustitucion y diferentes relaciones de sustitucion C2:C6, o que tiene la
misma o casi la misma media de peso molecular y diferentes grados de sustitucién y
diferentes relaciones de sustitucion C2:C6, o que tiene diferentes medias de peso
molecular y el mismo o casi el mismo grado de sustitucion y la misma o casi la misma
relaciéon de sustitucién C2:C6, o que tiene las mismas o casi las mismas medias de peso
molecular y diferentes grados de sustitucion y la misma o casi la misma relacién de
sustitucidon C2:C6, o que tiene la misma o casi la misma media de peso molecular y el
mismo o casi el mismo grado de sustitucion y diferentes relaciones de sustitucién C2:
C6, o que tiene casi la misma media de peso molecular y casi el mismo grado de
sustitucion y casi la misma relacién de sustitucion C2:C6.

(i) Acidos polisialicos (PSA)

[0341] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es un &cido polisialico (PSA) o un derivado
de este. PSA son polimeros no ramificados naturales de &cido siélico producidos por
determinadas cepas bacterianas y en mamiferos en determinadas células Roth J., et al.
(1993) en Polysialic Acid: From Microbes to Man, eds Roth J., Rutishauser U., Troy F.
A. (Birkhauser Verlag, Basel, Suiza), pp 335-348. Se pueden producir en diversos
grados de polimerizacion de n=alrededor de 80 o mas de residuos de &cido sialico hasta
n=2 mediante hidrolisis de acido limitada o mediante digestion con neuraminidasas, o
mediante fraccionamiento de las formas naturales, derivadas de bacterias del polimero.
[0342] La composicion de diferentes acidos polisidlicos también varia de modo que se
presenten formas homopoliméricas, es decir, el 4cido polisialico ligado a alfa-2,8 que
comprende el polisacarido capsular de la cepa K1 de E. coli y el grupo meningococo B,
que también se encuentra en la forma embrionaria de la molécula de adhesion a células
neuronales (N-CAM). También existen formas heteropoliméricas, tales como el acido
polisidlico alfa-2,8 alfa-2,9 alternante de la cepa K92 de E. coli y los polisacaridos del
grupo C de N. meningitidis. El acido sialico también se puede encontrar en copolimeros
alternantes con mondmeros que no son acido sialico, tales como el grupo W135 o el
grupo Y de N. meningitidis. Los &acidos polisidlicos tienen funciones bioldgicas
importantes que incluyen la evasion de los sistemas inmunitarios y de complemento
mediante bacterias patdgenas y la regulacion de adherencia glial de neuronas
inmaduras durante el desarrollo fetal (en donde el polimero tiene una funcion
antiadherente) Cho y Troy, P.N.A.S., Estados Unidos, 91 (1994) 11427-11431, aunque
no se encuentran receptores conocidos para los acidos polisialicos en mamiferos. El

acido polisidlico ligado a alfa-2,8 de la cepa K1 de E. coli es también conocido como
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“acido colominico” y se usa (en varias longitudes) para ejemplificar la presente
divulgacion.

[0343] Se describieron varios métodos para unir o conjugar acidos polisialicos con un
polipéptido (ver, por ejemplo la patente estadounidense N.° 5.846.951; WO-A-0187922
y US 2007/0191597 Al.

)] Secuencias XTEN

[0344] En algunos aspectos, la porcién de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es una secuencia de XTEN. Como se usa
en la presente, la "secuencia de XTEN" se refiere a polipéptidos de longitud extendida
con secuencias sustancialmente no repetitivas, no naturales compuestas principalmente
de aminoécidos hidréfilos pequefios, en donde la secuencia tiene un bajo grado o no
tiene estructura secundaria o terciaria en condiciones fisiolégicas. Como un componente
de proteina de fusion, el XTEN puede servir como un portador, que confiere
determinadas propiedades farmacocinéticas, fisicoquimicas y farmacéuticas
convenientes cuando se liga al polipéptido FGF-21 para crear una proteina de fusion.
Tales propiedades convenientes incluyen, entre otros, parametros farmacocinéticos
mejorados y caracteristicas de solubilidad.

[0345] En algunos aspectos, la secuencia de XTEN de la divulgacion es un péptido o
un polipéptido que tiene méas de alrededor de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000,
1200, 1400, 1600, 1800 o 2000 residuos de aminoacidos. En algunos aspectos, XTEN
es un péptido o un polipéptido que tiene mas de alrededor de 20 a alrededor de 3000
residuos de aminoéacidos, mas de 30 a alrededor de 2500 residuos, mas de 40 a
alrededor de 2000 residuos, mas de 50 a alrededor de 1500 residuos, mas de 60 a
alrededor de 1000 residuos, méas de 70 a alrededor de 900 residuos, mas de 80 a
alrededor de 800 residuos, mas de 90 a alrededor de 700 residuos, mas de 100 a
alrededor de 600 residuos, mas de 110 a alrededor de 500 residuos, o mas de 120 a
alrededor de 400 residuos.

[0346] La secuencia de XTEN de la divulgacion puede comprender uno o mas motivos
de secuencia de 9 a 14 residuos de aminoéacidos o una secuencia de aminoéacidos al
menos 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica
al motivo de secuencia, en donde el motivo comprende, consiste esencialmente en o
consiste en 4 a 6 tipos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en glicina
(G), alanina (A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P). Ver US 2010-
0239554 A1l.
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[0347] En algunos aspectos, una secuencia de XTEN comprende unidades mdltiples de
motivos de secuencia no superpuestos de la familia de motivos AD, o de la familia de
motivos AE, o de la familia de motivos AF, o de la familia de motivos AG, o de la familia
de motivos AM, o de la familia de motivos AQ, o de la familia de motivos BC, o de la
familia de motivos BD, en donde el XTEN resultante exhibe el rango de homologia. En
otros aspectos, el XTEN comprende unidades multiples de secuencias de motivos de
dos o0 mas de las familias de motivos. Estas secuencias se pueden seleccionar para
alcanzar las caracteristicas fisicas/quimicas deseadas, que incluyen propiedades tales
como carga neta, hidrofilia, falta de estructura secundaria, o falta de repeticiéon que se
confieren por la composicion de aminoacido de los motivos, descritos mas en detalle
mas adelante. En otros aspectos, los motivos incorporados en el XTEN se pueden
seleccionar y ensamblar con el uso de métodos descritos en la presente para alcanzar
un XTEN de alrededor de 36 a alrededor de 3000 residuos de aminoacidos.

[0348] En otros aspectos, la secuencia de XTEN usada en la divulgacion afecta la
propiedad fisica o quimica, por ejemplo, la farmacocinética, de la proteina de fusién de
la presente divulgacién. La secuencia de XTEN usada en la presente divulgacion puede
exhibir una 0 mas de las siguientes propiedades ventajosas: flexibilidad conformacional,
solubilidad acuosa mejorada, alto grado de resistencia a la proteasa, baja
inmunogenicidad, baja unidn a receptores de mamiferos, o mayores radios
hidrodinamicos (o Stokes).

[0349] En algunos aspectos, una secuencia de XTEN ligada a un polipéptido FGF-21
puede aumentar propiedades farmacocinéticas tales como semivida terminal mas larga
0 mayor area debajo de la curva (AUC), de modo que el polipéptido FGF-21 se
mantenga in vivo durante un periodo mas extenso en comparacién con un polipéptido
FGF-21 correspondiente sin XTEN. En otros aspectos, una secuencia de XTEN ligada
a un polipéptido FGF-21 divulgado en la presente puede aumentar las propiedades
farmacocinéticas tales como una semivida terminal mas larga o mayor area debajo de
la curva (AUC), de modo que el polipéptido FGF-21 se mantenga in vivo durante un
periodo mas extenso en comparacion con un polipéptido FGF-21 correspondiente sin
XTEN.

[0350] Se puede usar una variedad de métodos y ensayos para determinar las
propiedades fisicas/quimicas de proteinas que comprenden la secuencia de XTEN.
Dichos métodos incluyen, entre otros, centrifugacién analitica, EPR, HPLC de
intercambio de iones, HPLC de exclusion de tamafio, HPLC de fase inversa, dispersion

de luz, electroforesis capilar, dicroismo circular, calorimetria de barrido diferencial,
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fluorescencia, HPLC de intercambio de iones, HPLC de exclusion de tamafio, IR, RMN,
espectroscopia de Raman, refractometria y espectroscopia UV/visible. Se divulgan
métodos adicionales en Amau et al., Prot Expr and Purif 48, 1-13 (2006).

[0351] Otros ejemplos de secuencias de XTEN se pueden usar de acuerdo con la
presente divulgacion y se divulgan en las publicaciones de patentes estadounidenses
N.°s 2010/0239554 A1, 2010/0323956 A1, 2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1,
2011/0077199 Al 0 2011/0172146 Al, o las publicaciones de patentes internacionales
N.°s WO 2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 2010144508 A1, WO 2011028228
Al, WO 2011028229 A1 o WO 2011028344 A2, que se incorporan en la presente por
referencia en su totalidad.

(k) Péptido de unién a inmunoglobulina (o polipéptido)

[0352] En algunos aspectos, la porcion de extension de semivida ligada, por ejemplo,
fusionada o conjugada, al polipéptido FGF-21 es un péptido de unién a inmunoglobulina.
Los péptidos de union a inmunoglobulina se pueden unir a una region Fc y pueden
mejorar la semivida de la proteina de fusion descrita en la presente.

[0353] En algunos aspectos, el péptido de union a inmunoglobulina util para la
divulgacion es un péptido o un polipéptido que tiene mas de alrededor de 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450 o 500 residuos de aminoacidos.

[0354] En algunos aspectos, el péptido de uniébn a inmunoglobulina util para la
divulgacion comprende un péptido de unién al dominio Fc de 1gG (IgGBP) 13-mero.
DeLano WL, et al. (2000) Science 287:1279-1283. En otros aspectos, el péptido de
union a inmunoglobulina util para la divulgacion comprende los péptidos divulgados en
la publicacién de patente estadounidense N.° 20170334954, la publicaciéon de patente
estadounidense N.° 20170210777 o la publicacion PCT N.° WO/2017/069158.

VI. Articulos de fabricacion y kits

[0355] La presente divulgacion también proporciona un articulo o fabricacién o kit que
comprende (i) una formulacién farmacéutica de FGF-21 que comprende un polipéptido
FGF-21 (por ejemplo, un FGF-21 modificado tal como PEG-FGF-21) divulgado en la
presente, y (ii) instrucciones para su uso. El articulo de fabricacién puede comprender
un recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas
y tubos de ensayo. El recipiente pueden formarse de una variedad de materiales, tales
como vidrio, plastico o metales. El recipiente contiene la formulacién farmacéutica de
FGF-21, por ejemplo, una formulacion liquida.

[0356] La etiqueta en, o asociada al, recipiente puede indicar direcciones para la
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reconstitucion y/o el uso. Por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la formulacién
farmacéutica de FGF-21 debe diluirse en concentraciones de proteinas, como se
describe anteriormente. La etiqueta puede también indicar que la formulacién
subcutanea es Util o esta prevista para la administracién subcutanea.
[0357] El recipiente que contiene la formulacién puede ser un vial multiuso, que permite
repetir las administraciones (por ejemplo, de 2 a 6 administraciones, 0 mas) por ejemplo,
de la formulacion subcutanea. De manera alternativa, el recipiente puede ser una jeringa
precargada que contiene, por ejemplo, la formulacién subcutanea.
[0358] El articulo de fabricacién o kit puede también comprender un segundo recipiente
gue comprende, por ejemplo, un solvente. El articulo de fabricacion puede incluir
también otros materiales convenientes desde un punto de vista comercial y del usuario,
que incluyen otros amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con
instrucciones de uso.

*kk
[0359] Cabe destacar que la seccién Descripcion detallada, a diferencia de las
secciones Sintesis y Resumen, se pretende utilizar para interpretar las reivindicaciones.
Las secciones de Sintesis y Resumen pueden establecer una o0 mas pero no todos los
aspectos de ejemplo de la presente divulgacién como las contempla el/los inventor/es,
y por ende, no pretenden limitar la presente divulgacion ni las reivindicaciones adjuntas
de ninguna manera.
[0360] La presente divulgacidn se describié anteriormente con la ayuda de bloques de
construccion funcionales que ilustran la implementacion de funciones especificas y las
relaciones de estas. Los limites de estos bloques de construccion funcionales se
definieron arbitrariamente en la presente para la conveniencia de la descripcién. Los
limites alternativos se pueden definir siempre que las funciones especificas y las
relaciones de estas se lleven a cabo de manera apropiada.
[0361] La descripcion que antecede de los aspectos especificos revelara
completamente la naturaleza general de la divulgacion que otros pueden, mediante la
aplicacion del conocimiento del oficio, modificar y/o adaptar facilmente para distintas
aplicaciones de tales aspectos especificos, sin experimentacion indebida, y sin
apartarse del concepto general de la presente invencién. Por lo tanto, se pretende que
tales adaptaciones y modificaciones estén dentro del significado y rango de equivalentes
de los aspectos divulgados, sobre la base de la ensefianza y orientacion proporcionadas
en la presente. Cabe destacar que la fraseologia o terminologia en la presente es con

fines descriptivos y no limitativos, de manera que la terminologia o fraseologia de la
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presente memoria descriptiva debe ser interpretada por una persona del oficio de nivel
medio a la luz de las ensefianzas y orientacion.

[0362] La amplitud y el alcance de la presente divulgacion no deberian estar limitados
por ninguno de los aspectos de ejemplo descritos anteriormente, pero deberian estar

definidos solo de acuerdo con las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Desarrollo de la formulacién de PEG-FGF-21
[0363] Para los estudios iniciales, PEG-FGF-21 se formul6 a 7,5 mg/ml en 20 mM de
Tris, 250 mM de sacarosa, pH 8,3. Las velocidades de desamidacion alta observadas
en esta formulacion hicieron que sea necesario almacenar el producto farmacolégico
congelado a -20 °C. Por lo tanto, se realizé un trabajo adicional para desarrollar una
formulacion lista para usar (RTU) que permite el almacenamiento a 2-8 °C del producto
farmacoldgico.
[0364] PEG-FGF-21 (SEQ ID NO: 2) se elaboré mediante la union de una porcién PEG
de 30-kDa lineal para los FGF-21 modificados (SEQ ID NO: 1) de manera especifica de
sitio. Para alcanzar la PEGilacion especifica de sitio, el PEG activado se hizo reaccionar
mediante métodos conocidos en el estado de la técnica con el aminoacido no natural,
para-acetil fenilalanina (pAF), en la posicion 109 de la molécula FGF-21 para formar un
conjugado PEG-proteina ligado a oxima quimicamente estable.
[0365] EI pH de formulacibn mas bajo demostr6 aumentar las velocidades de
agregacion de la molécula, mientras que el pH de formulacion mas alto demostr6
aumentar las velocidades de desamidacion. En la concentracion de proteinas diana de
10 mg/ml, el pH 7,0 demostré tener el mejor equilibrio entre velocidades de
desamidacion y agregacion. La concentracidon creciente de sacarosa demostrd
estabilizar adicionalmente la molécula contra la agregacion.
[0366] La formulacién seleccionada para estudios adicionales fue de 10 mg/ml de PEG-
FGF-21 en 20 mM de L-histidina, 600 mM de sacarosa, pH 7,0. Luego de una dosis
semanal contemplada de 20 mg, se desarroll6 una mayor concentracion farmaco
producto en una jeringa precargada. Para permitir la mayor concentracion farmaco
producto, fue necesaria la optimizacién adicional de la formulacion.
[0367] El desarrollo inicial de una mayor formulacién de la concentracion se llevé a cabo
en viales de vidrio de tipo | de 3 ml. Tras la agitacion de 15 mg/mly 22 mg/ml de PEG-

FGF-21 en 20 mM de L-histidina, 600 mM de sacarosa, pH 7,0, se observé captura de
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burbujas de aire y las soluciones se volvieron cada vez mas turbias (Figura 5, imagenes
de la izquierda). Con el fin de intentar mitigar el problema, se usé polisorbato 80. El
polisorbato 80 pudo prevenir la captura de burbujas de aire (Figura 5, imagenes de la
derecha). Por lo tanto, se agreg6 polisorbato 80 en una concentracion de 0,05 % (p/v) a
la formulacion de alta concentracion de PEG-FGF-21.

[0368] La oxidacion es un atributo de calidad critica de PEG-FGF-21 y la oxidacién de
metionina-169 cerca del extremo C suprime la unién al receptor y de este modo la
actividad de la molécula. La oxidacion catalizada por metal es uno de los mecanismos
mediante los cuales se puede oxidar la proteina. Las concentraciones de rastros de
metales pueden estar presentes en la formulacion de proteinas debido a la transferencia
del cultivo celular, el contacto con recipientes de acero inoxidable, las impurezas en
excipientes, el proceso de formacion de las jeringas precargadas, etc.

[0369] Para comprobar si PEG-FGF-21 era sensible a la oxidacion catalizada por metal,
se incubaron muestras con o sin la adicion de un céctel de metales (250 ppm de Fe, 10
ppm de Cu, 15 ppm de Cr, 15 ppm de Ni, 10 ppm de Mo) en presencia 0 ausencia de
0,05 mM de acido pentético (acido dietilentriaminpentaacético, DTPA) durante un mes
a 25 °C y durante dos semanas a 40 °C, respectivamente, y los niveles de oxidacion de
metionina 1 y metionina 169 se determinaron mediante el mapeo de péptidos triptico
(Figuras 2A 'y 2B).

[0370] En ausencia del acido pentético (DTPA), se observé una oxidacién significativa
de ambos residuos de metionina incluso en muestras sin metal agregado mientras que
en muestras enriquecidas con un céctel de metales los niveles de oxidacion fueron aln
mayores. En muestras con 50 uM de acido pentético, no se observé un aumento en los
niveles de oxidacién para metionina. Esto indica que PEG-FGF-21 es sensible a la
oxidacion catalizada por metal y que ya existen niveles de rastros de metales presentes
en la formulacion. El acido pentético queldé de manera eficaz los metales presentes en
la formulacién asi como metales adicionales enriquecieron la formulacion y evitaron la
oxidacion catalizada por metal de metioninas 1 y 169. Por lo tanto, se agregaron 50 pM
de &cido pentético a la formulacion de alta concentracion de PEG-FGF-21.

[0371] Para optimizar el pH para la formulacion de mayor concentracion, se analizaron
los datos de agregacion de PEG-FGF-21 recolectados entre pH 6,3y 8,5, lo que muestra
gue las velocidades de agregacion aumentaron rapidamente por debajo de pH 6,8
(Figuras 3A y 3B). Por lo tanto, se aumentd el pH diana para la formulacion de alta
concentracion de pH 7,0 a pH 7,1.

[0372] Con el fin de comparar la nueva formulacion de alta concentracién con la
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formulacién anterior, se colocaron PEG-FGF-21 a 20 mg/ml en 20 mM de L-histidina,
600 mM de sacarosa, 0,05 mM de acido pentético, 0,05 % (p/v) de polisorbato 80, pH
7,0 (antes de la optimizacion de pH) en estabilidad y se compararon con PEG-FGF-21
a 22,5 mg/ml en 20 mM de L-histidina, 600 mM de sacarosa, pH 7,0.

[0373] Como se muestra en las Figuras 4A y 4B, en las Figuras 1A y 1B, la adicién de
polisorbato 80 y acido pentético a la formulacion de PEG-FGF-21 dio como resultado
menor velocidad de agregaciéon en todas las temperaturas y menos desamidaciéon a 40
°C.

Métodos de prueba

[0374] Agregacion: La agregacion se evalué mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion y exclusién por tamafio en un sistema disponible en el comercio (por ejemplo,
sistema de HPLC Agilent Technologies serie 1100 con detector de PDA o HPLC Waters
Alliance serie e2695 con detector de PDA) ajustado con una columna analitica
disponible en el comercio (gel Tosoh TSK G3000SWXL, 7,8 x 300 mm, P/N: 08541).
Una fase movil de 95 % de solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) y 5 % de
etanol a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min se usé para separar especies de alto peso
molecular del mondémero de proteina. Las muestras se diluyeron en una concentracion
de proteinas de 0,5 mg/ml con PBS y se inyectaron 0,01 mg (0,02 ml) para cada
experimento. La cantidad de agregado se determiné al dividir el area de picos de alto
peso molecular por el area total de todos los picos observados con el uso de un software
de instrumento.

[0375] Desamidacién: La desamidacion se evalué mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion e intercambio de aniones en un sistema disponible en el comercio
(por ejemplo, sistema de HPLC Agilent Technologies serie 1100 con detector de PDA o
HPLC Waters Alliance serie €2695 con detector de PDA) ajustado con una columna
analitica disponible en el comercio (columna de 5 um no porosa Agilent Bio WAX, 4,6 x
250 mm, P/N: 5190-2487). La fase mévil A consistiéo en 20 mM de Tris, pH 8,2 y la fase
movil B consistié en 20 mM de Tris, 500 mM de cloruro de sodio, pH 8,2. Un gradiente
lineal de 2 % de B a 67 % de B durante 20 minutos a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min
se us6 para separar variantes de proteina cargadas. Las muestras se diluyeron en una
concentracion de proteinas de 1 mg/ml con fase movil Ay se inyectaron 0,075 mg (0,075
ml) para cada experimento. La cantidad de desamidacion se determiné al dividir el area
de picos de variante acida por el area total de todos los picos observados con el uso de
un software de instrumento.

[0376] Oxidacion: La oxidacion se evalu0 mediante mapeo de péptidos triptico.
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Después de que las muestras de proteina se hayan digerido con tripsina, los péptidos
resultantes se separaron mediante cromatografia de liquidos de ultraalta resolucién de
fase inversa en un sistema disponible en el comercio (por ejemplo, Waters Acquity
UPLC) ajustado con una columna analitica disponible en el comercio (columna de RP
UPLC de péptidos Waters Acquity C18 BEH, 2,1 x 150 mm, 1,7-um de tamafio de
particula, 130-A de tamafio de poro P/N: 186003556). La fase movil A consistié en 0,2
% de &cido trifluoroacético (TFA) en agua y la fase movil B consistié en 0,2 % de TFA
en acetonitrilo. Un complejo de gradiente de 10 % de B a 40 % de B durante 27 minutos
a una temperatura de 60 °C y una velocidad de flujo de 0,3 ml/min se usé para separar
péptidos tripticos. La cantidad de oxidacion se determiné al dividir el area de picos de
péptido oxidado por el area total de picos oxidados y no oxidados correspondientes con
el uso de un software de instrumento.

[0377] Formacién de particulas y formacién de burbujas de aire: Observacion visual.
[0378] Concentracion de PEG-FGF-21: La concentracion de PEG-FGF-21 en la
formulacion farmacéutica divulgada en la presente se midi6 mediante espectroscopia
de pendiente a 280 nm usando un coeficiente de extincion de 0,87 (ml/(mg*cm)).
[0379] Determinacién de pH: el pH se determiné de acuerdo con métodos estandar
(USP<791>).

[0380] Concentracién de excipientes: La concentracién de excipientes individuales en
la formulacion farmacéutica divulgada en la presente (por ejemplo, DTPA, PS80,
histidina, sacarosa) se determiné/calcul6é para que sea la cantidad (peso, moles, etc.)
del excipiente individual agregado a la formulacién farmacéutica en el curso de su
elaboracion por unidad de volumen final de la formulacién farmacéutica terminada. De
manera alternativa, la concentracion de excipientes se puede basar en la cantidad real

del excipiente individual en la formulacién farmacéutica.

102



	FORMULACIONES DE FGF-21
	REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS PRESENTADO ELECTRÓNICAMENTE MEDIANTE EFS-WEB
	ANTECEDENTES
	BREVE SÍNTESIS
	BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS
	DESCRIPCIÓN DETALLADA
	EJEMPLOS


