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DESCRIPCION
Variantes del factor de crecimiento de fibroblastos 21

Esta presente invencion se refiere a variantes del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), a composiciones
farmacéuticas que comprenden las variantes del FGF21 y a métodos para tratar la diabetes de tipo 2, la obesidad, la
dislipidemia, y/o el sindrome metabdlico.

FGF21 es una hormona que funciona como un importante regulador metabdlico de la homeostasis de la glucosa y
de los lipidos. FGF21 promueve la captacion de glucosa en adipocitos mediante la regulacién al alza de la expresion
de GLUT1, un mecanismo distinto al de la insulina. En roedores y monos diabéticos, el FGF21 humano disminuy6
las concentraciones de glucosa en suero en ayunas y redujo las concentraciones de triglicéridos, insulina y glucagon
en suero en ayunas. Ademas, en modelos de obesidad inducida por la dieta en roedores, la administracion del
FGF21 condujo a una pérdida del peso corporal acumulativa de una manera dependiente de la dosis. De este modo,
FGF21 tiene una utilidad potencial para el tratamiento de la diabetes, la obesidad, la dislipidemia y el sindrome
metabdlico.

Se han descrito variantes del FGF21 humano en los documentos W0O2010/084169, W0O2010/065439,
W02006/028595 y W02005/061712.

Los problemas asociados con el FGF21 humano de tipo natural y variantes conocidas del FGF21 son la baja
potencia y/o la estabilidad farmacéutica de las moléculas. De este modo, aun existe una necesidad de variantes
alternativas de FGF21 que sean potentes y/o estables.

La presente invencién proporciona variantes alternativas del FGF21. Las variantes del FGF21 de la presente
invencion tienen ventajas sobre el FGF21 humano de tipo natural y las variantes conocidas del FGF21 desveladas
en la técnica. Estas ventajas incluyen una potencia mejorada y/o una estabilidad farmacéutica mejorada. Ademas de
la potencia mejorada, las variantes del FGF21 de la presente invencién tienen una o mas caracteristicas de
estabilidad ventajosas que son Utiles para la fabricacion y/o formulacion eficaz como una proteina terapéutica,
incluyendo reduccion de la degradaciéon proteolitica in vivo, reduccion de la susceptibilidad a la oxidacion,
propension disminuida a formar agregados a altas concentraciones, niveles disminuidos de modificaciones post-
traduccionales y protedlisis durante la produccidon en sistemas celulares de mamiferos y/o estabilidad quimica
mejorada. Adicionalmente, las variantes del FGF21 de la presente invencion son potencialmente utiles para el
tratamiento de la diabetes de tipo 2, la obesidad, la dislipidemia y/o el sindrome metabdlico.

La presente invencién proporciona una variante del FGF21, en donde la secuencia de aminoacidos es

HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTECHLEIREDGTVGCAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFREDLKEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGDKSPHRKPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLR
LVEPSQLRSPSFE (SEC. ID. N.°1).

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una variante del FGF21
de la presente invencion y al menos un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria se desvela un método para tratar la diabetes de tipo 2, la obesidad, la dislipidemia y/o el
sindrome metabdlico en un paciente que comprende administrar al paciente una variante del FGF21 de la presente
invencion.

En la presente memoria se desvela ademas un método para tratar la diabetes de tipo 2, la obesidad, la dislipidemia
y/o el sindrome metabdlico en un paciente que comprende administrar al paciente una composicién farmacéutica de
la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona una variante del FGF21 de la presente invencién para su uso en terapia.
Preferiblemente, la presente invencion proporciona una variante del FGF21 de la presente invencién para su uso en
el tratamiento de la diabetes de tipo 2, la obesidad, la dislipidemia y/o el sindrome metabdlico.

En la presente memoria se desvela ademas el uso de una variante del FGF21 de la presente Invencién en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes de tipo 2, la obesidad, la dislipidemia y/o el
sindrome metabadlico.

El FGF21 humano de longitud completa de tipo natural es un polipéptido de 208 aminoacidos que contiene un
péptido sefal de 27 aminoacidos. EI FGF21 humano maduro de tipo natural comprende el polipéptido de longitud
completa sin el péptido sefial de 27 aminoacidos, dando como resultado un polipéptido de 181 aminoacidos (SEC.
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ID. N°. 2). Los cambios en las posiciones de aminoacidos de las variantes del FGF21 de la presente Invencion se
determinan a partir de las posiciones de aminoacidos del polipéptido del FGF21 humano maduro de tipo natural
(SEC. ID. N°. 2). De este modo, una sustitucion descrita en la presente memoria como "A31C" se refiere a una
sustitucion del aminoacido Cys con el aminoacido de tipo natural Ala en la posiciéon 31 de la variante del FGF21
humano maduro de tipo natural.

Es importante destacar que una sustituciéon de un residuo de aminoacidos en una variante particular puede afectar a
las caracteristicas de las variantes en su totalidad, y que el efecto total puede ser beneficioso o perjudicial para la
potencia farmacolodgica y/o la estabilidad farmacéutica. Por ejemplo, una sustitucion de aminoacidos, P115W,
aumenta la potencia de la variante del FGF21, no obstante, también se cree que P115W contribuye a la auto-
asociacion que causa agregacion. Por lo tanto, el efecto total es perjudicial para las variantes, y de este modo, la
sustituciéon P115W no se incluye en las variantes del FGF21 de la presente invencion. Otro ejemplo relaciona la
sustitucién de aminoacidos R175L, que aumenta la potencia de la variante del FGF21. No obstante, se descubrié
que las variantes del FGF21 que tienen la sustitucion R175L eran susceptibles a la protedlisis, de este modo, el
efecto total fue perjudicial. Para abordar la protedlisis C-terminal observada con las variantes del FGF21 de la
presente invencion, los aminoacidos en las posiciones 180 y 181 (L en la posicion 180 y G en la posicion 181) se
sustituyen con el aminoacido E en la posicion 180 y se deleciona el aminoacido en 181. Estas modificaciones
disminuyen esencialmente la protedlisis C-terminal, pero también reducen la potencia farmacolégica de la variante
del FGF21 por una medicion con un factor de medicion de 25 en el ensayo en células 293-BKlotho-SRE luc
humanas. Sorprendentemente, la potencia se restaura invirtiendo el residuo de aminoacidos en la posiciéon 175
(R175L) de nuevo a R de tipo natural. Por lo tanto, el efecto total de esta sustitucion es perjudicial para las variantes,
y de este modo la sustitucion R175L no esta incluida en las variantes preferidas del FGF21 de la presente invencion.

Las variantes de la presente invencion son variantes biolégicamente activas potentes como se demuestra para la
SEC. ID. N.° 1 en el Ejemplo 2. Las variantes del FGF21 de la presente invencién contienen sustituciones de
aminoacidos que, en conjunto, no sélo mejoran la potencia, sino que también son compatibles con otros cambios de
aminoacidos que, a su vez, proporcionan caracteristicas de estabilidad mejoradas y estabilidad in vivo aumentada.
Las sustituciones de aminoacidos de las variantes del FGF21 de la presente invencion que mejoran la potencia
incluyen D127K, S167R y G174L (véase el Ejemplo 2).

La exposicion de una solucién concentrada de variante del FGF21 humano de tipo natural a un conservante
farmacéutico, tal como m-cresol, aumenta la propension de la variante a formar agregados. La estabilizacion
estructural a través de la introduccion de un enlace disulfuro adicional mejora la compatibilidad con los conservantes
asi como la estabilidad térmica del FGF21 humano de tipo natural. Las variantes del FGF21 de la presente invencion
incorporan las sustituciones de aminoacidos A31C y G43C que mejoran en gran medida la estabilidad térmica y la
compatibilidad con los conservantes sin comprometer la actividad biolégica. Se han descrito previamente variantes
del FGF21 de alta potencia que también incluyen las sustituciones A31C/G43C. Estas variantes notificadas
muestran una compatibilidad con los conservantes significantemente mejorada con respecto al FGF21 de tipo
natural, pero aun son propensas a la agregacion en presencia de conservantes. Esta agregacion a la variante
aumenta el riesgo de inmunogenicidad, reduciendo asi la aceptabilidad de las variantes como una proteina
terapéutica.

Sorprendentemente, las variantes preferidas del FGF21 de la presente invencion incluyen las sustituciones de
aminoacidos L98D y L100K, que dan lugar a una formacién de agregados de alto peso molecular significativamente
mas baja a altas concentraciones. Ventajosamente, las sustituciones de aminoacidos L98D y L100K no disminuyen
la potencia de las variantes y minimizan el problema de agregacion perjudicial.

Un sistema preferible de expresion comercial para la fabricaciéon de las variantes del FGF21 de la presente invencion
es la estirpe celular CHO-K1 de mamifero. No obstante, las estirpes celulares de mamifero CHO-K1 y HEK293
pueden causar modificaciones post-traduccionales al FGF21 humano maduro de tipo natural a través de la
sulfatacion de la cadena lateral de la tirosina en la posicion 179. La sulfatacion de los residuos de tirosina en las
posiciones 179 y 180 (si estan presentes) disminuye la potencia y es una fuente no deseada de heterogeneidad del
producto. De este modo, cuando se expresa una variante del FGF21 que tiene Tyr en la posicion 179 y/o 180 a partir
de las estirpes celulares CHO-K1 o HEK293, una determinada proporcién de las variantes expresadas puede estar
sulfatada en la posicion 179, otras pueden estar sulfatadas en la posiciéon 180, mientras que otras pueden estar
sulfatadas en ambas posiciones y algunas en ninguna posicion. Esto conduce a una poblacidon de variantes
heterogénea e impredecible con una potencia disminuida.

Las variantes del FGF21 de la presente invencion incluyen una sustitucion de aminoacidos que ha resuelto esta
sulfatacion perjudicial. De este modo, la sustitucion de aminoacidos Y179F se ha incorporado en las variantes.
Y179F elimina la sulfatacion resultante de la produccion en células CHO-K1 y HEK293. Ademas, la sustitucion de
aminoacidos Y179F es compatible con las otras sustituciones de aminoacidos favoritas de la presente invencion y se
determina para ser un cambio neutro con respecto a la potencia.

El FGF21 humano de tipo natural es susceptible a la degradacion proteolitica in vivo. Un fragmento proteolitico
principal recuperado a partir del suero después de la inyeccion intravenosa o subcutanea a ratones o monos
cangrejeros con el FGF21 de tipo natural es el fragmento que termina en la posicion 171. Se ha determinado que los
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residuos que cubren 1 a 171 del fragmento del FGF21 son ~100 veces menos potentes en ensayos de potencia in
vitro. Eliminando este sitio de escision proteolitica puede mejorarse la eficacia del farmaco aumentando la
exposicion al farmaco activo. Se ha mostrado que la sustitucion de aminoacidos G170E retarda significativamente la
escision en ratén y elimina practicamente la protedlisis en la posicion 171 cuando se mide después de 24 horas en
monos cangrejeros. La sustitucion G170E no tiene ningun impacto sobre la potencia y es compatible con el perfil de
estabilidad fisicoquimica deseado. Por lo tanto, la sustitucion de aminoacidos G170E se incorpora en las variantes
del FGF21 de la presente invencion.

El FGF21 humano de tipo natural es también susceptible a una carboxipeptidasa producida en la fabricaciéon de
CHO-K1, y la sustitucién de aminoacidos A180E y la delecion de aminoacidos en la posicion 181 retardan este
procesamiento, reduciendo asi la heterogeneidad de la longitud de la variante expresada (es decir, heterogeneidad
en el nimero de residuos de aminoacidos en la variante madura expresada por la estirpe celular). Aunque la
sustitucién de aminoacidos A180E y la delecion de aminoacidos en la posicion 181 no eliminan la protedlisis C-
terminal en la expresion en células de mamifero, es bastante eficaz retardando la protedlisis mientras que se
mantiene la potencia en el contexto de otras sustituciones de aminoacidos deseadas halladas en las variantes del
FGF21 de la presente invencion. En vista de esta caracteristica ventajosa, la sustituciéon de aminoacidos A180E y la
delecion de aminoacidos en la posicién 181 se incorporan en las variantes preferidas del FGF21 de la presente
invencion.

En la presente memoria se desvelan polinucleétidos que codifican las variantes descritas anteriormente que pueden
estar en forma de ARN o en forma de ADN, cuyo ADN incluye ADNc y ADN sintético. EI ADN puede ser bicatenario
o0 monocatenario. Las secuencias codificantes que codifican las variantes de la presente invencion pueden variar
como resultado de la redundancia o degeneracion del cédigo genético.

Los polinucledtidos que codifican las variantes de la presente invencion pueden incluir los siguientes: solo la
secuencia codificante de las variantes, la secuencia codificante de las variantes y una secuencia codificante
adicional, tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia pro-variante; la secuencia codificante y la
secuencia no codificante de las variantes, tal como intrones o la secuencia 5’ no codificante y/o 3’ de la secuencia
codificante de las variantes. De este modo, la expresién "polinucleétido que codifica una variante" abarca un
polinucleétido que puede incluir no sélo la secuencia codificante de las variantes sino también un polinucleétido que
incluye una secuencia codificante y/o no codificante adicional.

Los polinucledtidos desvelados de la presente memoria se expresaran en una célula huésped después de que las
secuencias se hayan ligado operativamente a una secuencia de control de la expresion. Los vectores de expresion
son normalmente replicables en los organismos huésped como episomas o como una parte integrante del ADN
cromosomico huésped. Comunmente, los vectores de expresion contendran marcadores de seleccién, por ejemplo,
tetraciclina, neomicina y dihidrofolato reductasa para permitir la seleccion de aquellas células transformadas con las
secuencias de ADN deseadas.

Las variantes del FGF21 de la presente invencion pueden producirse con facilidad en células de mamifero, tales
como células CHO, NSO, HEK293 o COS; en células bacterianas, tales como E. coli, Bacillus subtilis o
Pseudomonas fluorescence; o en células fungicas o de levaduras. Las células huésped se cultivan utilizando
técnicas bien conocidas en la técnica. Las células huésped de mamifero preferibles son las de la estirpe celular
CHOK1SV que contienen un sistema de expresion de glutamina sintetasa (GS) (véase el documento US 5.122.464).

Los vectores que contienen las secuencias polinucleéticas de interés (por ejemplo, las variantes del FGF21 y las
secuencias de control de la expresion) pueden transferirse a la célula huésped por procedimientos bien conocidos,
que varian en funcion del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la transfeccion por cloruro de calcio se utiliza
comunmente para las células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion puede
utilizarse para otros huéspedes celulares.

Pueden emplearse diversos métodos de purificacion de proteinas y dichos métodos se conocen en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-89 (1990) y Scopes, Protein Purification:
Principles and Practice, 32 Edicion, Springer, NY (1994).

Las composiciones farmacéuticas de las variantes del FGF21 de la presente invenciéon pueden administrarse por
cualquiera de los medios conocidos en la técnica que generalmente alcanzan el fin previsto para tratar la diabetes de
tipo 2, la obesidad, la dislipidemia y/o el sindrome metabdlico. La via de administracion preferida es la parenteral. La
dosificacion administrada dependera de la edad, salud y peso del receptor, del tipo de tratamiento concurrente, si lo
hubiera, de la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. Los niveles de dosificacion tipicos
pueden optimizarse utilizando técnicas clinicas convencionales y dependeran del modo de administraciéon y la
afeccion del paciente y pueden determinarse por una persona que tiene conocimientos basicos en la técnica.

Las variantes del FGF21 de la presente invencion se formulan segun métodos conocidos para preparar
composiciones farmacéuticas utiles. Una formulacion deseada es un producto estable liofilizado que se reconstituye
con un diluyente apropiado o una soluciéon acuosa de alta pureza con portadores, conservantes, excipientes o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales [Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 192
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edicién, Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995].

Las variantes del FGF21 de la presente invencién pueden formularse con un tampén farmacéuticamente aceptable y
el pH puede ajustarse para proporcionar una estabilidad aceptable y un pH aceptable para la administracion.
Ademas, las composiciones del FGF21 de la presente invencion pueden colocarse en un recipiente, tal como un vial,
un cartucho, un dispositivo de administracion tipo inyector, una jeringa, un tubo de administracion intravenosa o una
bolsa de administracion intravenosa.

El término "dislipidemia” significa un trastorno del metabolismo de las lipoproteinas, incluyendo la sobreproduccion o
deficiencia de lipoproteinas. La dislipidemia puede manifestarse mediante la elevacion del colesterol total, las
concentraciones de colesterol en lipoproteinas de baja densidad (LBD) y las concentraciones de triglicéridos, y/o una
disminucion de la concentracion de colesterol en lipoproteinas de alta densidad (LAD) en la sangre.

La expresion "sindrome metabdlico" se caracteriza por un grupo de factores de riesgo metabdlico en una persona.
Estos incluyen: grasa abdominal en la mayor parte de los hombres, una cintura de 101,6 cm (40 pulgadas) o mayor;
azucar alta en sangre de al menos 110 miligramos por decilitro (mg/dl) después del ayuno; triglicéridos altos de al
menos 105 mg/dl en el torrente sanguineo; LAD bajo de menos de 40 mg/dl; y/o presion sanguinea de 130/85 o
superior.

El término "obesidad" se define como una afeccion en la que existe un exceso de grasa subcutanea en proporcion a
la masa corporal magra (Stedman’s Medical Dictionary 28?2 edicion, 2006, Lippincott Williams & Wilkins).

Un "paciente" es un mamifero, preferiblemente un ser humano.

El término "tratar" (o "tratar" o "tratamiento") significa ralentizar, reducir o invertir la progresion o gravedad de un
sintoma, trastorno, afecciéon o enfermedad.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad o dosis de una variante de la presente
invencion descrita en la presente memoria, que tras la administracién de una dosis Unica o multiples dosis a un
paciente, proporciona el tratamiento deseado.

La expresion "diabetes de tipo 2" se caracteriza por el exceso de produccion de glucosa a pesar de la disponibilidad
de insulina y los niveles circulantes de glucosa siguen siendo excesivamente altos como resultado de una
depuracion inadecuada de glucosa.

La presente invencion se puede practicar haciendo referencia a los siguientes ejemplos. No obstante, estos no
deben ser interpretados como limitativos del alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1
Expresién de las variantes del FGF21 en las células CHOK1SV

Las variantes del FGF21 de la presente invencién se producen en un sistema de expresion en células de mamiferos
utilizando células CHOK1SV. Los genes que codifican las variantes del FGF21 se subclonan en los esqueletos
plasmidicos de expresion que contienen glutamina sintetasa (GS) (plasmidos basados en pEE12.4). La secuencia
de ADNc que codifica las variantes del FGF21 se fusiona en un marco con la secuencia codificante de las
secuencias preferidas del péptido sefial para potenciar la secrecidon del producto deseado en el medio de cultivo
tisular. Las secuencias preferidas del péptido sefial son los polipéptidos que se muestran en las secuencias de
aminoacidos SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.°4, SEC. ID. N.° 5, 0 SEC. ID. N.° 6.

La expresion se estimula por el promotor viral del citomegalovirus (CMV). Las células CHOK1SV se transfectan de
modo estable utilizando electroporacion y la cantidad apropiada de plasmido de expresidon recombinante y las
células transfectadas se mantienen en un cultivo en suspension, a la densidad celular adecuada. La seleccién de las
células transfectadas se logra mediante el crecimiento en medio libre de suero que contiene metionina sulfoximina
(MSX) e incubacién a 35-37 °C y CO; al 5-7 %.

Se miden y determinan estirpes celulares derivadas clonalmente mediante el uso de un citometro de flujo. La
expresion de una variante del FGF21 en células de mamifero produce generalmente la secuencia N-terminal natural,
HPIP, es decir, sin un residuo de metionina en el extremo N-terminal, tal como la variante del FGF21 mostrada por la
secuencia de aminoacidos de SEC. ID. N.° 1.

Las variantes del FGF21 secretadas en el medio a partir de las células CHO se purifican mediante un procedimiento
por el cual se calienta el medio de cultivo celular aclarado a 50-60 °C durante hasta dos horas, se enfrian, se tratan
con detergente (Triton X-100) para la inactivacion viral y se aplican a una columna de cromatografia de modo mixto
Capto MMC (GE Healthcare). La variante del FGF se eluye a partir de la columna utilizando un tampén de pH 8, y el
grupo del producto posterior se ajusta con una solucién de 50 mM de acido citrico, 150 mM de NaCl a un intervalo
de pH de 3,2 a 3,5 durante una hora para la inactivacion viral. Se ajusta la solucién a un pH 6,7 a 7,3 mediante la
adicion de tampén Tris y la variante del FGF se purifica adicionalmente mediante cromatografia de intercambio
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hidréfobo utilizando una resina de fenilsefarosa de alto rendimiento (GE Healthcare). La columna de interaccion
hidréfoba se eluye con un gradiente decreciente de sulfato de sodio a pH 7. La variante del FGF purificada por CIH
se somete a un intercambio de tampdn en un tampoén Tris a pH 8 que contiene NaCl y se purifica adicionalmente
mediante cromatografia de intercambio aniénico en una resina Source 30Q (GE Healthcare). La columna de
intercambio anidnico se eluye con una concentracion creciente de cloruro de sodio a pH 8. La variante del FGF
purificada se pasa a través de un filiro de retencion viral Planova 20N (Asahi Kasei Medical) seguido por la
concentracion/diafiltracion en 10 mM de citrato, 150 mM de NaCl, pH 7 utilizando ultrafiliracion de flujo tangencial en
una membrana de celulosa regenerada (Millipore).

Ejemplo 2

Ensayo de captacién de glucosa en fibroblastos 3T3-L1-BKlotho

Los fibroblastos 3T3-L1-BKlotho se generan a partir de fibroblastos 3T3-L1 mediante la transduccion retroviral de un
vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que contiene la secuencia codificante de fKlotho de tipo natural
de ratén y un marcador de resistencia a blasticidina. Las células resistentes a blasticidina se seleccionan después
del cultivo durante 14 dias en presencia de 15 pM de blasticidina, y la expresion de la variante BKlotho se verifica
mediante inmunoelectrotransferencia con un anticuerpo anti-BKlotho. Los fibroblastos 3T3-L1-BKlotho se mantienen
en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con suero de ternera al 10 %, y 15 uyM de blasticidina hasta que
se sembraron en placas para su uso experimental.

Para la captacion de glucosa, los fibroblastos 3T3-L1-BKlotho se siembran en placas a 20.000 células/pocillo en
placas de 96 pocillos y se incuban durante 48 horas en DMEM con suero de ternera al 10 %. Las células se incuban
durante 3 horas en DMEM con albdmina de suero bovino (ASB) al 0,1 % con o sin una variante del FGF21 de
interés, seguido de 1 hora de incubacion en tampén fosfato de Krebs-Ringer (KRP) (15 mM de Hepes, pH 7,4, 118
mM de NaCl, 4,8 mM de KCI, 1,2 mM de MgSO,, 1,3 mM de CaCly, 1,2 mM de KH,PO4, ASB al 0,1 %) que contiene
100 uM de 2-desoxi-D('*C) glucosa con o sin una variante del FGF21. La unién no especifica se determina mediante
la incubacion de pocillos seleccionados en tampén bicarbonato de Krebs-Ringer/Hepes (KRBH) que contiene 1 mM
de 2-desoxi-D('“C) glucosa. La reaccién finaliza mediante la adicion de 20 uM de citocalasina B a las células y se
mide la captacion de glucosa utilizando un contador de centelleo liquido.

La potencia (CEsp) in vitro de la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 en el ensayo de captacion de glucosa con
fibroblastos 3T3-L1-BKlotho es de 0,051 uM.

Ejemplo 3
Estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las variantes del FGF21 se determina segun se indica. Las variantes se dializan y se
preparan a 1-2 mg/ml en 10 mM de histidina, pH 7, con o sin 150 mM de NaCl y se analizan por CET para
determinar el % de APM (Tabla 1: "Inicial").

El método de separaciéon por CET se realiza en un Tosoh Bioscience 3000SWXL, una columna de 5 micrometros
con dimensiones 30 cm x 0,78 cm. La fase movil es citrato 0,01 M, 150 mM de NaCl, pH 7 a un caudal de 0,5
ml/minuto. Las muestras iniciales de baja concentracion se aplican como inyecciones de 10 mcl y se controlan a una
longitud de onda de absorbancia de 214 nm, mientras que se aplican muestras de 30 mg/ml como inyecciones de 1
mcl y se controlan a 280 nm.

A continuacién, las variantes se concentran a 30 mg/ml y se analizan de nuevo (t = 0). El % de APM para la variante
del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 aumenté de 0,15 % a 0,9 % hasta la concentracion en tampén de histidina en
presencia de sal. El % de APM para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 aumenté de 0,15 % a 0,7 % hasta la
concentracion en tampoén de histidina con sal. En ausencia de sal, el % de APM para la variante del FGF21 de SEC.
ID. N.° 7 aumento de 0,2 % a 3,2 % hasta la concentracion y para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 aumenté
de 0,13 % a 1,0 %. De este modo, tanto la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 como la variante del FGF21 de
SEC. ID. N.° 1 tienen un % menor de APM inicial y un % menor de APM cuando se formulan variantes a 30 mg/ml en
presencia de 150 mM de NaCl. Estos datos demuestran la importancia de la mutaciéon L100K que esta presente en
la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1, pero no esta presente en la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7.

Las formulaciones a 30 mg/ml se incuban durante 4 semanas a 4 °C, 25 °C, y 40 °C para evaluar la estabilidad a
largo plazo en condiciones de estrés. Como se muestra en la Tabla 1, el % de APM se determina de nuevo a las 4
semanas de tiempo (t = 4 semanas). El % de APM para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 aument6 de 3,2 % a
6,6 % a 40 °C en ausencia de sal. El % de APM para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 aumenté de 1 % a
5,3 % a 40 °C. El % de APM para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 aument6 de 0,9 % a 2,3 % a 40 °C en
presencia de sal y para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 aumento6 de 0,7 % a 1,7 %. Después de 4 semanas
a 25 °C, los niveles de % de APM fueron de sélo 1,1 % para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1, mientras que
eran de 2,9 % para la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 en ausencia de sal. Estos datos demuestran el efecto
beneficioso de incluir la mutacién L100K presente en la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1.
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Tabla 1: Estabilidad fisica

Variante del FGF21 de SEC. ID.N.°7

Inicial % de APM a 30 mg/ml % de APM a 30 mg/ml (t=4
(t=0) semanas)
10 mM de histidina, pH7, 150 mM de | 0,15 % 0,9 %
NaCl
4°C 1,1 %
25°C 1,5 %
40 °C 23%
10 mM de histidina, pH7, 0,2 % 3,2%
4°C 25%
25°C 29%
40 °C 6,6 %
Variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1
Inicial % de APM a 30 mg/ml % de APM a 30 mg/ml (t=4
(t=0) semanas)
10 mM de histidina, pH7, 150 mM de | 0,15 % 0,7 %
NaCl
4°C 0,8 %
25°C 0,8 %
40 °C 1,7 %
10 mM de histidina, pH7, 0,13 % 1,0 %
4°C 0,6 %
25°C 1,1 %
40 °C 5,3 %

Ejemplo 4
Heterogeneidad de la expresion de R175 y E180

La produccion de un producto de una variante homogénea es deseable puesto que asegura mejor un producto
consistente y bien caracterizado. Para evaluar la heterogeneidad del producto, una alicuota de 10 pl de la muestra
se mezcla con 90 pl de SSTFD. La muestra se analiza mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas
(CL-EM), utilizando las siguientes condiciones: la fase movil A es ATF al 0,05 %, la fase movil B es ATF al 0,04 % en
acetonitrilo, la columna es una columna PLRPS de 2,1 X 50 mm, el volumen de inyeccion es de 15 pl.

Tabla 2: Condiciones del gradiente para la separacion por cromatografia liquida

Tiempo (min) 0 1 15 16 20 20,1 30
% B 5 35 40 90 90 5 5
Flujo (ul/min) | 200 200 200 200 200 200 200

Un espectrometro de masas Waters Micromass LCT Premier™ se calibré hasta un intervalo de masas comprendido
entre 400 a 1990 amu, polaridad ES+, capilar 3000, cono de muestra de 40 V, la abertura 1 es de 25 V, la
temperatura de la fuente es de 105 °C, el cono del flujo de gas se encuentra a 50 I/hora, la temperatura de
evaporacion del solvente es de 150 °C, y el flujo de gas de evaporacioén del solvente es de 600 I/hora.

Tabla 3: Caracterizacion por CL/EM de las variantes del FGF21

Variante del FGF21 1-181 1-180 1-179
Variante del FGF21 de SEC. ID.N.°7 33,7 % 63 % 3,3%
Variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 100 %




10

15

20

25

30

35

40

ES 2632078 T3

La Tabla 3 notifica la heterogeneidad resultante en cada variante del FGF21 que se determina por el método CL/EM.
El producto 1-181 representa la variante del FGF21 de longitud completa de SEC. ID. N.° 7. La variante del FGF21
de SEC. ID. N.° 7 es susceptible a truncamientos en el extremo C-terminal, especialmente la eliminacion del residuo
de aminoacidos glicina en la posicion 181. Como se muestra en la Tabla 3, el 33,7 % del producto purificado para la
variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 7 es el fragmento 1-181 de longitud completa previsto; el fragmento 1-180
constituye la porcion mas grande del producto purificado. Ademas, también se detectaron pequefias cantidades de
producto 1-179.

La variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 tiene el residuo de aminoacidos en 181 delecionado en la construccion
genética y el residuo de aminoacidos 180 se ha sustituido con acido glutamico (E). Estos cambios protegen el
extremo C-terminal de la degradacion durante la expresion de CHO, dando como resultado un producto 1-180
purificado homogéneo al 100 %.

Ejemplo 5

Disminucién de glucosa en un modelo de ratén Ob/ob

Los ratones macho ob/ob y los controles (delgados) con la misma edad ob/m tienen 7 semanas de edad a su llegada
y 8-9 semanas de edad al inicio del tratamiento. A su llegada, todos los ratones se alojaron solos y se les permitid
aclimatarse durante 1-2 semanas antes del comienzo del tratamiento. Los ratones se alimentaron con Purina Rodent
Chow 5015 y se les dio agua potable ad libitum de un dispensador. Los ratones se alojan en un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad con una temperatura ambiente establecida a 23,8 °C (75° F). Uno a dos dias antes del inicio del
tratamiento, se recogen muestras de sangre por medio de la extraccion de sangre de la cola. Se miden los niveles
de glucosa en sangre utilizando un glucometro en sangre AccuCheck Avivia (Roche) y se recogen las muestras de
suero para el ensayo de insulina utilizando el kit de ensayo de insulina raton/rata Meso Scale. En el dia del inicio del
tratamiento (dia 0), se clasifican los ratones en grupos basandose en el pre-tratamiento del peso corporal, la glucosa
en sangre y la insulina en suero (software de clasificacion BRAT). En el dia O y en el dia 3, los ratones se dosifican
por via SC con 0,1 a 30 nmol/kg de la variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 5, en un volumen de 10 mi/kg. El vehiculo
dosificador es TFS estéril (HyClone SSTFD/magnesio y calcio modificados) que contiene albumina de suero de ratdn
al 0,03 % (ASR, Sigma A3139). La glucosa en sangre se mide diariamente durante 7 dias y se determina la ABC.
Los calculos de la DEsp para la disminucion de glucosa se basan en la ABC. Los homogeneizados de higado se
recogen en el momento del sacrificio y los triglicéridos del higado se miden en el analizador clinico Hitachi Modular
P.

En el dia 14, los ratones tratados con un vehiculo fueron hiperglucémicos con unos niveles de glucosa en sangre
medios medidos a 348 + 19,5 mg/dl (media + EEM), mientras que los ratones de control delgados ob/m tenian
niveles de glucosa en sangre de 165 * 3,2 mg/dl (media + EEM). La variante del FGF21 de SEC. ID. N.° 1 disminuyo
la glucosa en sangre hasta niveles comparables con los controles delgados ob/m. La DEs de la variante del FGF21
de SEC. ID. N.° 1 fue de 1,296 nmol/kg, (intervalo de confianza del 95 % = -0,07-0,30).

Secuencias
SEC. ID. N.° 1 - Variante del FGF21
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTECHLEIREDGTVGCAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFREDLKEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGDKSPHRKPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLR
LVEPSQLRSPSFE

SEC. ID. N.° 2 - FGF21 de tipo natural (Homo Sapiens)
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLS
MVGPSQGRSPSYAS

SEC. ID. N.° 3 - Péptido senal de la transferrina humana (hTrf)
MRLAVGALLVCAVLGLCLA

SEC. ID. N.° 4 - Péptido senal de la proteina de unién al factor de crecimiento de fibroblastos 1 (hFGFP-1)
MKICSLTLLSFLLLAAQVLLVEG
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SEC. ID. N.° 5 - Péptido senal de la lisozima bovina

MKALVILGFLFLSVAVQG

SEC. ID. N.° 6 - Péptido senal de la cadena ligera murina (mkappa)

METDTLLLWVLLLWVPGSTG

SEC. ID. N.° 7- Variante del FGF21

HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTECHLEIREDGTVGCAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFREDLLEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGDKSPHRKPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLR
LVEPSQLLSPSFLG

SEC. ID. N.° 8 - Variante del FGF21 (ADN)

CACCCCATCCCTGACTCCAGTCCTCTCCTGCAATTCGGGGGCCAAGTCCGGCA
GCGGTACCTGTACACCGACGACGCCCAGCAGACCGAGTGCCACCTGGAAATC
CGGGAGGACGGCACCGTGGGCTGTGCCGCCGACCAGTCCCCTGAGTCCCTGC
TGCAGCTGAAGGCCCTGAAGCCTGGCGTGATCCAGATCCTGGGCGTGAAAAC
CTCCCGGTTCCTGTGCCAGAGGCCTGATGGCGCCCTGTACGGCTCCCTGCACT
TCGACCCTGAGGCCTGCTCCTTCCGGGAGGACCTGAAGGAAGATGGCTACAA
CGTGTACCAGTCCGAGGCTCACGGCCTGCCTCTGCATCTGCCTGGCGACAAGT
CCCCCCACCGGAAGCCTGCTCCTAGGGGCCCTGCCAGATTCCTGCCACTGCCT
GGCCTGCCTCCAGCTCTGCCTGAGCCTCCTGGCATCCTGGCCCCTCAGCCTCC
AGACGTGGGCTCCTCCGACCCTCTGCGGCTGGTCGAGCCTTCCCAGCTGCGGA

GCCCTAGCTTCGAG

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Eli Lilly and Company

<120> VARIANTES DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 21
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<150> 61/658110
<151> 11-06-2012

<160> 8
<170> PatentIn versién 3.5
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<223> Construccion sintética
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REIVINDICACIONES

1.- Una variante del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), en donde la secuencia de aminoacidos es
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTECHLEIREDGTVGCAADQSPESLLQL
KALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFREDLKEDGYNVYQSE
AHGLPLHLPGDKSPHRKPAPRGPARFLPLPGLPPALPEPPGILAPQPPDVGSSDPLR
LVEPSQLRSPSFE (SEC. ID. N.°1).

2.- Una composicion farmacéutica que comprende la variante de la reivindicacion 1 y al menos un portador, diluyente

o excipiente farmacéuticamente aceptable.
3.- La variante de la reivindicacién 1 para su uso en terapia.

4.- La variante de la reivindicaciéon 1 para su uso en el tratamiento de la diabetes de tipo 2, la obesidad, la
dislipidemia y/o el sindrome metabdlico.
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