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DESCRIPCION
Proteinas de fusién para el tratamiento de trastornos metabdlicos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a nuevas proteinas de fusion que comprenden variantes del factor de crecimiento
de fibroblastos 21 (FGF21), que se sabe que mejoran los perfiles metabdlicos en los sujetos a quienes se
administran.

Antecedentes de la invencion

La familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) se caracteriza por 22 ligandos homélogos genéticamente
distintos, los cuales se agrupan en siete subfamilias. El FGF-21 estd méas estrechamente relacionado con, y forma
una subfamilia con, FGF-19 y FGF-23. Esta subfamilia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) regula
diversos procesos fisiolégicos no comunes en los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) clasicos, es decir, la
homeostasia de la energia y del acido biliar, el metabolismo de la glucosa y de lipidos, y la homeostasia de fosfato
asi como de vitamina D. Mas aln, a diferencia de otros factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), esta
subfamilia actia de una forma endocrina. (Moore, D.D. (2007) Science 316, 1436-8) (Beenken y col. (2009) Nature
Reviews Drug Discovery 8, 235).

El FGF21 es un polipéptido de 209 aminoacidos que contiene una secuencia lider de 28 aminoédcidos (SEQ ID NO:
5). El FGF21 humano tiene aproximadamente el 79 % de identidad de aminoacidos con el FGF21 de ratén y
aproximadamente el 80 % de identidad de aminoacidos con el FGF21 de rata. El factor de crecimiento de
fibroblastos 21 (FGF21) se ha descrito como un tratamiento para vasculopatia isquémica, sanado de heridas, y
enfermedades asociadas con la pérdida de funcién de las células pulmonares, bronquiales o alveolares. (Nishimura
y colaboradores (2000) Biochimica et Biophysica Acta, 1492: 203-206; Publicacion de Patente Numero
WO01/36640; y Publicacién de Patente NUmero WO01/18172). Aunque el FGF-21 activa los receptores del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y las moléculas de sefializacion aguas abajo, incluyendo FRS2a y ERK, no se ha
detectado una interacciéon directa de los FGFR y el FGF-21. Los estudios han identificado B-klotho, el cual se
expresa altamente en el higado, en los adipocitos y en el pancreas, como un determinante de la respuesta celular al
FGF-21, y como un cofactor que media la sefalizacion del FGF-21 a través de los receptores del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) (Kurosu, H. y col. (2007) J Biol Chem 282, 26687-95). EI FGF21 es un potente
agonista de los complejos de senalizacion de B-klotho FGFR1(llic), FGFR2(llic), y FGFR3(llic).

Se ha demostrado que el FGF-21 induce la absorcién de glucosa independiente de insulina. También se demostr6é
que el FGF-21 mitiga la hiperglucemia en una gama de modelos de roedores diabéticos. Ademas, se descubrié que
los ratones transgénicos que sobreexpresan el FGF-21 son resistentes a las anomalias metabdlicas inducidas por la
dieta, y se demostr6 una reduccion del peso corporal y de la masa de grasa, y mejoras en la sensibilidad a la
insulina (Badman, M.K. y col. (2007) Cell Metab 5, 426-37). La administracién del FGF-21 a primates no humanos
diabéticos provoco6 una declinacion en los niveles de glucosa, triglicéridos, insulina y glucagén en plasma en ayunas,
y condujo a mejoras significativas en los perfiles de lipoproteinas, incluyendo un aumento de casi el 80 % en el
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Kharitonenkov, A. y col. (2007) Endocrinology 148, 774-81). Los
estudios recientes que investigan los mecanismos moleculares de la accion del FGF21 han identificado al FGF21
como una hormona endocrina importante que ayuda a controlar la adaptacién al estado en ayunas. (Badman y col.
(2009) Endocrinology 150, 4931) (Inagaki y col. (2007) Cell Metabolism 5, 415). Esto proporciona un vinculo
previamente ausente aguas abajo de PPARa, mediante el cual el higado se comunica con el resto del cuerpo en la
regulacion de la biologia de la homeostasia de la energia. (Galman y col. (2008) Cell Metabolism 8, 169) (Lundasen
y col. (2007) Biochemical and Biophysical Research Communications 360, 437).

El FGF21 regula la homeostasia de los adipocitos a través de la activacion de una ruta de AMPK/SIRT1/PGC1 para
inhibir la expresion de PPARYy y aumentar la funcién mitocondrial. (Chau y col. (2010) PNAS 107, 12553). El FGF21
también aumenta la absorcién de la glucosa por parte del musculo esquelético, como se mide en los miotubos
humanos cultivados y en el tejido de ratén aislado. El tratamiento con el FGF21 de las células de islotes de roedor
conduce a una mejor funcién y supervivencia mediante la activacion de las rutas de ERK1/2 y Akt. (Wente y col.
(2006) Diabetes 55, 2470). El tratamiento con FGF21 también da como resultado una expresion genética alterada
para la lipogénesis y las enzimas de oxidacion de acidos grasos en los higados de roedor, probablemente mediante
la sefializacién de HNF4a y Foxa2.

Las proteinas de fusién de Fc mutantes especificas de FGF21 y su uso en el tratamiento de trastornos metabdlicos
se desvelan en los documentos W02010129503 y W02010129600.

Una dificultad asociada a la utilizacion del FGF-21 directamente como un producto bioterapéutico es que su vida
media es muy corta. (Kharitonenkov, A. y col. (2005) Journal of Clinical Investigation 1 15: 1627-1635). En los
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ratones, la vida media del FGF21 humano es de 0,5 a 1 hora, y en los monos cinomolgos, la vida media es de 2 a 3
horas. El FGF21 se puede utilizar como una formulacion farmacéutica estéril de mdltiples usos. Sin embargo, se ha
determinado que los conservantes, es decir, m-cresol, tienen un efecto adverso sobre su estabilidad en estas
condiciones. En el desarrollo de una proteina de FGF21 para su uso como un producto terapéutico en el tratamiento
de diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2 y otras condiciones metabdlicas, seria deseable un aumento en la vida
media y en la estabilidad. Las proteinas de FGF21 que tengan una mejor vida media y estabilidad permitirian
administrar una dosificacion menos frecuente a los pacientes a quienes se administre la proteina. Claramente, existe
una necesidad de desarrollar una formulacién acuosa de proteina estable para la proteina terapéutica de FGF21.

Adicionalmente, un desafio significativo en el desarrollo del FGF21 como un producto farmacéutico de proteina, es
lidiar con sus inestabilidades fisicas y quimicas. La variedad de composicion y las caracteristicas de las proteinas
definen comportamientos especificos, tales como pliegue, estabilidad conformacional, y
despliegue/desnaturalizacion. Se debe referir a estas caracteristicas cuando se tenga como objetivo la estabilizacién
de las proteinas en el curso de desarrollar las condiciones de la formulacién farmacéutica utilizando soluciones
acuosas de proteinas (Wang, W., Int. J. of Pharmaceutics, 18, (1999)). Un efecto deseado de la estabilizacion de las
proteinas terapéuticas de interés, por ejemplo, las proteinas de la presente invencién, es aumentar la resistencia a la
proteolisis y a la degradacion enzimatica, mejorando de esta manera la estabilidad de la proteina y reduciendo la
acumulacion de proteina.

Sumario de la invencion

La invencién se refiere a la identificacién de nuevas proteinas de fusién, las cuales comprenden variantes del factor
de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), y las cuales tienen propiedades farmacéuticas mejoradas sobre el
FGF21 de tipo silvestre bajo las condiciones de la formulacién farmacéutica, por ejemplo, son mas estables, poseen
la capacidad para mejorar los parametros metabdlicos para los sujetos a quienes se administran, son menos
susceptibles a la proteodlisis y a la degradacion enzimatica, y tienen menos probabilidades de acumularse y de
formar complejos. Las proteinas de fusién de la invencién se desvelan en la tabla de la reivindicacion 1.

Las proteinas de fusion de la presente invencién se pueden utilizar como un producto inyectable una vez por
semana ya sea solo o bien en combinacién con agentes anti-diabéticos orales que mejoraran el control glucémico, el
peso corporal, y el perfil de lipidos de los pacientes con diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2. Las proteinas también
se pueden utilizar para el tratamiento de obesidad o de otras afecciones asociadas con el FGF21.

Las proteinas de fusion de la invencion superan los obstaculos significativos de las inestabilidades fisicas asociadas
con los productos terapéuticos de proteinas, incluyendo, por ejemplo, la administracién del FGF21 de tipo silvestre,
mediante la presentacion de proteinas, las cuales son mas estables, menos susceptibles a la protedlisis y a la
degradacién enzimatica, y las cuales tienen menos probabilidades de acumularse y formar complejos, que el FGF21
de tipo silvestre, bajo las condiciones de la formulacién farmacéutica.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una proteina de fusiéon que comprende una variante del factor de
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) y una region Fc tal como se define en las secuencias incluidas en la tabla de
la reivindicacion 1. Las secuencias de FGF21 incluidas en la tabla de la reivindicacion 1 son variantes de la
secuencia de FGF21 de tipo silvestre, por ejemplo, la secuencia de FGF21 de tipo silvestre con el nimero de
referencia de NCBI NP_061986.1, y encontrada en las patentes expedidas como, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero US 6,716,626B1, cedida a Chiron Corporation.

Otras realizaciones se refieren a los polinucleé6tidos que codifican las proteinas de fusién de la invencion, a un vector
que contiene estos polinucleétidos, y a una célula hospedadora portadora de dicho vector.

En el presente documento se proporcionan procedimientos empleados para generar las proteinas de fusiéon de la
invencion, en donde estos procedimientos implican la modificacién de la proteina de FGF21 de tipo silvestre,
mediante, por ejemplo, la incorporacion especifica del sitio de aminoacidos en las posiciones de interés dentro de la
proteina de FGF21 de tipo silvestre, asi como la fusién entre la porcién variante de FGF21 de la molécula con la
region Fc. Estas modificaciones y fusiones mejoran las propiedades biolégicas de las proteinas de fusién de la
invencion en relacion con las versiones de tipo silvestre de las proteinas, asi como, en algunos casos, sirven como
puntos de unién, por ejemplo, para marcadores y agentes de extension de la vida media de la proteina, y para los
propésitos de fijar estas variantes a la superficie de un soporte solido. Las realizaciones relacionadas de la invencién
son procedimientos para producir células capaces de producir dichas proteinas de la invencién, y de producir
vectores que contienen el ADN que codifica estas variantes y fusiones.

En algunas realizaciones, las proteinas de fusion de la invencion desveladas en el presente documento se pueden
unir covalentemente a uno o mas polimeros, tales como polietilenglicol (PEG) o poliacido sialico, ya sea en la
posicion de las modificaciones de aminoacidos especificas del sitio hechas en relacién con el FGF21 de tipo
silvestre, o bien en la posicién de aminoacidos cominmente compartida con las versiones de tipo silvestre de esas
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proteinas. El grupo PEG se une de tal manera que mejora, y/o no interfiere con, la funcién biolégica de las porciones
constitutivas de las proteinas de fusion de la invencion, por ejemplo, las variantes de proteina de FGF21. Las
variantes de FGF21 se fusionan con una secuencia, la regiéon Fc, por medio de un enlazador, tal como GS o
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 6), tal como se define en la tabla de la reivindicacion 1. Tales proteinas de
fusién que se desvelan en el presente documento también pueden formar multimeros.

En la proteina de fusién de acuerdo con la invencion, la secuencia de aminoacidos heteréloga, Fc, se fusiona con el
extremo amino terminal de las proteinas de fusion.

En otra realizacion mas, las proteinas de fusion son para su uso en el tratamiento de trastornos asociados con el
FGF21, tales como obesidad, diabetes mellitus de tipo 2, diabetes mellitus de tipo 1, pancreatitis, dislipidemia,
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hiperglucemia, sindrome metabdlico, infarto de miocardio agudo,
hipertension, enfermedad cardiovascular, ateroesclerosis, enfermedad de arterias periféricas, ictus, insuficiencia
cardiaca, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad renal, complicaciones diabéticas, neuropatia, gastroparesis y
los trastornos asociados con las mutaciones inactivadoras en el receptor de insulina, los cuales comprenden
administrar al paciente que necesite dicho tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas proteinas
de la invencién, o una composicién farmacéutica de las mismas.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusién de la
invencion tal como se define en la tabla de la reivindicacién 1 que se desvelan en el presente documento, y un
agente de formulacién farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones farmacéuticas pueden ser para su uso en
el tratamiento de un trastorno metabdlico y el uso comprende administrar a un paciente humano que lo necesite, una
composiciéon farmacéutica de la invencién. Los ejemplos no limitantes de los trastornos metabdlicos que se pueden
tratar incluyen diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2, y obesidad.

Estos y otros aspectos de la invencion seran elucidados en la siguiente descripcién detallada de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A a 1D muestran que el V188 tiene una mayor eficacia en el modelo de ratdn diabético ob/ob sobre el
V76. El V188 muestra resultados superiores cuando se administra en 1 miligramo por kilogramo (mpk), en
comparacioén con los 5 miligramos por kilogramo (mpk) en que se administr6 el V76. La Figura 1A muestra la glucosa
en plasma con alimento como una lectura (los circulos representan el vehiculo (PBS - suero regulado con fosfato),
los cuadros representan el V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y los tridngulos representan el V188 en 1
miligramo por kilogramo (mpk). La Figura 1B muestra la insulina en plasma con alimento como una lectura (de
izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y V188 en 1 miligramo por kilogramo
(mpk)). La Figura 1C muestra el peso corporal como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5
miligramos por kilogramo (mpk), y V188 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)). La Figura 1D muestra el contenido de
lipido en higado como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y
V188 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)).

Las Figuras 2A a 2D muestran que el V101 tiene una mayor eficacia en el modelo de ratdn diabético ob/ob sobre el
V76. El V101 muestra resultados superiores cuando se administra en 1 miligramo por kilogramo (mpk), en
comparacion con los 5 miligramos por kilogramo en los que se administré el V76. La Figura 2A muestra la glucosa
en plasma con alimento como una lectura (los circulos representan el vehiculo (PBS — solucion salina tamponada
con fosfato), los cuadros representan el V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y los triangulos representan el
V101 en 1 miligramo por kilogramo (mpk). La Figura 2B muestra la insulina en plasma con alimento como una
lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y V101 en 1 miligramo por
kilogramo (mpk)). La Figura 2C muestra el peso corporal como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76
en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y V101 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)).

La Figura 2D muestra el contenido de lipido en higado como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5
miligramos por kilogramo (mpk), y V101 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)).

Las Figuras 3A a 3D muestran que el V103 tiene una mayor eficacia en el modelo de ratdn diabético ob/ob sobre el
V76. El V103 muestra resultados superiores cuando se administra en 1 miligramo por kilogramo (mpk), en
comparacioén con los 5 miligramos por kilogramo en los que se administr6 el V76. La Figura 3A muestra la glucosa
en plasma con alimento como una lectura (los circulos representan el vehiculo (PBS — solucion salina tamponada
con fosfato), los cuadros representan el V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y los triangulos representan el
V103 en 1 miligramo por kilogramo (mpk). La Figura 3B muestra la insulina en plasma con alimento como una
lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y V103 en 1 miligramo por
kilogramo (mpk)). La Figura 3C muestra el peso corporal como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76
en 5 miligramos por kilogramo (mpk), y V103 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)). La Figura 3D muestra el
contenido de lipido en higado como una lectura (de izquierda a derecha: vehiculo, V76 en 5 miligramos por
kilogramo (mpk), y V103 en 1 miligramo por kilogramo (mpk)).

Las Figuras 4A a 4D demuestran la farmacocinética superior y las propiedades termodinamicas poseidas por las
proteinas de fusién de la invencion sobre las proteinas de fusion de FGF21 en la técnica. La Figura 4A muestra las
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concentraciones en plasma de las proteinas de fusién de la invenciéon en la Publicacion Internacional del TCP
Numero WO10/129600 descritas como Fc-L(15)-FGF21 (L98R, P171G), y Fc-L(15)-FGF21 (L98R, P171G, A180E),
en seguida de la inyeccion intravenosa (i.v.) de dicha fusién en los ratones. La Figura 4B muestra las propiedades
farmacocinéticas de las proteinas de fusion de la invencién (V101, V103 y V188) después de una sola dosis
intravenosa (i.v.) en el raton, como se ensaya mediante el ELISA anti-Fc, comparandose con los datos
farmacocinéticos generados en el ratdén para el V76 en un estudio previo utilizando un ELISA de anticuerpo anti-
FGF21. La Figura 4C muestra una verificacién de transferencia de las proteinas de fusién de la invencién en un
andlisis por transferencia de Western anti-FGF21, de una manera consistente con los datos del ELISA anti-Fc a las
120 horas y 15 dias. Las muestras de la transferencia son como sigue: A representa V101, B representa V103, y C
representa V188. El control es V101 y suero. La Figura 4D demuestra la estabilidad termodinamica
significativamente incrementada de las proteinas de fusién de la invencion, comparandose con el V76. Desde arriba
hacia abajo, la Figura representa V101, V103, y V188, todos los cuales tienen mejores temperaturas de fusion (Tm)
comparandose con el V76 (Tm < 50°C (no se muestra)) y con el FGF21 de tipo silvestre (Tm = 46,5°C + 0,3 (no se
muestra)).

Descripcion detallada de la invencion

Las proteinas de fusion de la presente invencidn representan las versiones modificadas del polipéptido de FGF21 de
tipo silvestre de longitud completa, como se conoce en la materia. La secuencia de FGF21 de tipo silvestre servira
como una secuencia de referencia (SEQ ID NO: 1), por ejemplo, cuando es necesario hacer comparaciones entre la
secuencia de FGF21 de tipo silvestre y las variantes de proteina. La secuencia de FGF21 de tipo silvestre tiene el
Numero de Secuencia de Referencia de NCBI NP_061986.1, y se puede encontrar en las patentes expedidas como,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N.? US 6.716.626B1, cedida a Chiron Corporation (SEQ ID NO: 1).

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser
it 5 10 15
Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala His Pro Ile Pro
20 25 30
Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr
35 40 45
Leu Tyr Thr Asp Zsp Rla Gln Gln Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg
20 22 60
Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu Ser Leu
65 70 75 80
Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu Gly Val
85 90 95
Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly
100 105 110
Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu
115 120 125
Glu Asp Gly Tyr Zsn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leun
130 s 140
His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro Rla Pro Arg Gly

145 150 155 160
Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Proc Preo Ala Leu Pro Glu
165 170 175
Pro Pro Gly Ile Leu Rla Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser Ser Asp
180 185 130
Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr RAla
195 200 205

Ser

209

La secuencia de ARNm correspondiente que codifica el polipéptido de FGF21 de longitud completa (nimero de
secuencia de referencia del NCBI NM_0191 13.2) se muestra a continuacion (SEQ ID NO: 2):
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La secuencia de FGF21 madura carece de una secuencia lider y también puede incluir otras modificaciones de un
polipéptido, tal como el procesamiento proteolitico del extremo amino terminal (con o sin una secuencia lider) y/o del
extremo carboxilo terminal, la disociacién de un polipéptido mas pequefio a partir de un precursor mas grande, la
glicosilacion N-enlazada y/u O-enlazada, y otras modificaciones postraduccionales entendidas por los expertos en la
materia. Un ejemplo representativo de una secuencia de FGF21 madura tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 3,
la cual representa las posiciones de aminoacidos 29-209 de la secuencia de la proteina de FGF21 de longitud

1 ctgtcagctg

acctggacaa
cocggagatca
tcaggactgt
atccctgact
acagatgatg
ggcgectgetg
attcaaatct
tatggatcgco
ggatacaatg
toccccacacco
cocococogoac
21 tcggaccckte
agccagaggce
tttttttatt

ddddaddaddad

ES 2689 762 T3

aggatccagc
ctggaatctg
cctgaggacc
gggtttotgt
ccagtcctct
ccecagoagac
accagageccc
tgggagtcaa
tccactttga
tttaccagtc
gggaccctgo
tcecoggagec
tgagcatggt
tgtttactat
tttcttactt

ddddddddadd

cgaaagagga
gcaccaattc
cgagccattg
gctggctggt
cctgcaattc
agaagcccac
cgaaagtecte
gacatccagyg
ccctgaggec
cgaagcccac
acccocgagga
acccggaatco
gggaccttece
gacatctecect
gagataataa

dddddadadada

gccaggeact
taaaccactc
atggactcgg
cttetgotgg
gggggccaaqg
ctggagatca
ctgcagectga
ttectgtgees
tgcagcttce
ggcctcococeoge
ccagctoget
ctagoceococoo
cagggcogaa
ctttatttat
agagttccag

adadadaddd

completa (nimero de secuencia de referencia del NCBI NP_061986.1)):

His
Arg

Leu

Pro
Ile

65
Ala
Glu
Gly
Ala
Rla
145
Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

Glu

50
Leu
Leu
Leu
Leu
Pro
130
Leu

Ser

Ser

Ile
Arg

Ile
35

Ser
Gly
Tyr
Leu
Pro
115
Arg
Pro

Ser

Tyr

Pro
Tyr

20
Arg

Leu
Val
Gly
Leu
100
Leu
Gly
Glu

Asp

Ala
180

Asp Ser
5
Leu Tyr

Glu Asp

Leu Gln

Thr
70
Leu

Lvs

Ser
85
Glu Asp

His Leu

Bro Ala

Pro
150
Leu

Pro

Pro
165
Ser

Arg

Ser

Thr Asp

Fro Leu

Lsp

Leu Gln
10

Ala Gln

25

Thr
40

Gly

Leu
5 L
Ser

Lys
Arg
FPhe

His

Gly Tyr

Val

Ala
Phe
Asp

Asn

Gly Gly

Leu Lys

Leu Cys

<]
Pro Glu
90

Val Tyr

105

Pro Gly
120
Phe
il
Gly Ile

Ser Met

BAsn

Leu

L=au

Val

Lys Ser

BPro Leu

Ala Pro
155
Gly Pro
170

caggccacct
agcttcteccg
acgagaccgg
gagcctgoca
tcocggcagog
gggaggatgg
aagccttgaa
ageggccaga
gggagctget
tgcacctgecc
tocctgocact
agccccooga
gococccagota
taggttattt

aggagaaaaa

Phe

Gln Thr

Ala Ala
45

Pro
60
Gln

Gly
Arg
Ala Cys

Gln Ser

Gly Gly
Glu

30
Asp

Val
Pro
Ser

Glu

gagtctactc
agctcacacc
gttcocgagcac
ggcacaccoc
gtacctctac
gacggtgggg
goccgggagtt
Lggggcectyg
tcttgaggac
agggaacaag
accaggcctg
tgtgggctec
cgcttoctga
atcttattta

ddddddaddada

Gln Val
15
2la His

Gln Ser

Ile Gln

Asp Gly
Fhe

895
Ala

Arg

His

110

His
125
Gly

Fro

Pro
140
Gln Pro

Ser Gln

Arg
Leu
Pro

Gly

Asp Pro

Pro Pro

Val
160
Ser

Asp

Arg
175
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La secuencia de ADNc correspondiente que codifica el polipéptido de FGF21 maduro (SEQ ID NO: 3) se muestra a

continuacion (SEQ ID NO: 4):

61
121
181
240
301
360
421
481

caccccatce
ctctacacag
gtggggggcyg
ggagttatte
goceocetgtatg
gaggacggat
aacaagtccc
ggcctgoeceoe
ggctectegg

ES 2689 762 T3

ctgactccag
atgatgccoca
ctgctgacca
aaatcttggy
gatcgectcoca
acaatgttta
cacaccggga
E:(Ig(:d(l[.{:(l(!

accctetgag

tcctectectg
gcagacagaa
gagccocgaa
agtcaagaca
ctttgacccet
ccagtocgaa
ccetgeaccce
ggagccaccc
catggtggga

caattcgggg
gooccacctgg
agtctocctgeo
tccaggttee
gaggcctgea
gcoccacggec
cgaggaccag
ggaatcctgg

cettococagyg

goccaagtoog
agatcaggga
agctgaaagc
tgtgccageyg
gettoocggga
teccegetgca
ctegettect
coooocagoc

googaagoce

gcagcggtac
ggatgggacy
cttgaagcog
gccagatggg
gotgottett
cetgocagyy
gecactacca
ceccocgatgtg

cagctacget

541 tecctga

Las proteinas de fusion de la invencién comprenden las variantes de FGF21, tal como se definen en la tabla de la
reivindicacién 1. Tal como se usan en el presente documento, los términos "variante de proteina”, "variante
humana", "variante de polipéptido o de proteina”, "variante”, "mutante”, asi como cualesquiera términos similares o
versiones especificas de los mismos (por ejemplo, "variante de proteina de FGF21", "variante", "mutante de FGF21",
etc.), definen las secuencias de proteinas o de polipéptidos que comprenden modificaciones, truncamientos, u otras
variantes de las contrapartes de proteinas o de polipéptidos de origen natural (es decir, de tipo silvestre), o las
secuencias naturales correspondientes. "Variante de FGF21" o "mutante de FGF21", por ejemplo, se describen en
relacién con la proteina de FGF21 de tipo silvestre (es decir, de origen natural), tal como se describen en el presente
documento.

Las secuencias de proteinas de fusion de la invencién se incluyen en la tabla de la reivindicacion 1. Las
descripciones de estas fusiones incluyen la variante de FGF21, un enlazador y la regién de Fc. Los cambios o las
sustituciones empleadas por la variante de FGF21 se numeran y se describen en relacién con el FGF21 de tipo
silvestre. A modo de ejemplo, la "variante 101 (V101)" (SEQ ID NO: 10) es una fusion de Fc-FGF21 con un
enlazador de dos aminoé&cidos y las siguientes sustituciones hechas en relacion con el FGF21 de tipo silvestre:
Q55C, A109T, G148C, K150R, P158S, P174L, S195A, P199G, G202A.

En la Tabla 1, a continuacién, las secuencias 10, 11, 12 y 13 son proteinas de fusién de acuerdo con la invencion.
Las secuencias 7, 8, 9 se desvelan con fines comparativos.

Tabla 1

Proteinas de fusion de Fc Variante de FGF21

SEQ D NO:

Secuencia

Nombre

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QDWLNGKEYK
GQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
VRORYLYTDD
DQSPESLLOL
QRPDGALYGS
VYQSEAHGLP
FLPLPGLPPA
LSMVGPSQGR

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQG
LSLSPGKGSD
AQQTEAHLEI
KALKPGVIQI
LHFDPEACSF
LHLPGNKSPH
LPEPPGILAP
SPSYAS

FLFPPKPKDT
PEVKFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
SSPLLOFGGQ
REDGTVGGAA
LGVKTSRFLC
RELLLEDGYN
RDPAPRGPAR
QPPDVGSSDP

Fusién-Fc
Longitud

N-Terminal
Completa

de
con

Enlazador de 2 Aminoéacidos
(GS) y FGF21 de Tipo Silvestre
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SEQID NO:

Secuencia

Nombre

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QODWLNGKEYK
GQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
GSDSSPLLQF
LEIREDGTVG
IQILGVKTSR
CSFRELLLED
SPHRDPAPRG
LAPQPPDVGS

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQG
LSLSPGKGGG

FLFPPKPKDT
PEVKEFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
GSGGGGSGGG

GGQVRORYLY
GAADQSPESL
FLCORPDGAL
GYNVYQSEAH
PARFLPLPGL
SDPLSMVGPS

TDDAQQTEAH
LOLKALKPGV
YGSLHFDPEA
GLPLHLPGNK
PPALPEPPGI
QGRSPSYAS

Fusién-Fc N-Terminal de
Longitud Completa con
Enlazador de 15 Aminoacidos
(GGGGS x 3) entre Fc y FGF21
de Tipo Silvestre

DSSPLLQFGG
IREDGTVGGA
ILGVKTSRFL
FRELLLEDGY
HCDPAPQGPA
PQPPDVGSSD

QVRQRYLYTD
AHQSPESLLE
COKPDGALYG
NVYQSEAHGL
RFLPLPGLPP
PLAMVGPSQG

DAQETEAHLE
LKALKPGVIQ
SLHFDPEACS
PLHLPGNRSP
ALPEPPGILA
RSPSYAS

Variante #76 = Proteina con un
total de 9 mutaciones en
relacion con FGF21 de Tipo
Silvestre (como en la
W001/018172)

10

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
ODWLNGKEYK
GQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTOQKS

VRQRYLYTDD
DOSPESLLQL
QORPDGTLYGS
VYQSEAHGLP
FLPLPGLPPA
LAMVGGSQAR

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQOG
LSLSPGKGSD

ACQTEAHLEI
KALKPGVIQI
LHFDPEACSF
LHLPCNRSPH
LPEPPGILAP
SPSYAS

FLFPPKPKDT
PEVKFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
SSPLLOFGGQ

REDGTVGGAA
LGVKTSRFLC
RELLLEDGYN
RDPASRGPAR
QPPDVGSSDP

Variante # 101 = Fusién-Fc N-
terminal con Enlazador de 2
Aminoéacidos (GS) entre Fc y
FGF21 = (Q55C, A109T,
G148C, K150R, P158S, S195A,
P199G, G202A)

11

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
ODWLNGKEYK
GQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTOQKS
VROQRYLYTDD
DOSPESLLQL
ORPDGALYGS
VYQSEAHGLP
FLPLPGLPPA
LAMVGGSQAR

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQG
LSLSPGKGSD
ACQTEAHLEI
KALKPGVIQI
LHFDPEACSF
LHLPCNRSPH
LPEPPGILAP
SPSYAS

FLFPPKPKDT
PEVKEFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
SSPLLOFGGQO
REDGTVGGAA
LGVKTSRFLC
RELLLEDGYN
RDPASRGPAR
QPPDVGSSDP

Variante # 103 = Fusién-Fc N-
terminal con Enlazador de 2
Aminoacidos (GS) = (Q55C,
R105K, G148C, K150R, P158S,
S195A, P199G, G202A)
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SEQID NO: Secuencia Nombre
12 DKTHTCPPCP APEAAGGPSV FLFPPKPKDT | Variante #188 = V103 con
LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKEFNWYVD Enlazador de 15 Aminoéacidos
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH (GGGGS x 3) entre Fc y FGF21
ODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK | = (Q55C, R105K, G148C,
GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK | K150R, P158S, S195A, P199G,
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDs | G202A)
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVEFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSPGKGGG GSGGGGSGGG
GSDSSPLLOF GGQVRQRYLY TDDACQTEAH
LEIREDGTVG GAADQSPESL LQOQLKALKPGV
IQILGVKTSR FLCQKPDGAL YGSLHFDPEA
CSFRELLLED GYNVYQSEAH GLPLHLPCNR
SPHRDPASRG PARFLPLPGL PPALPEPPGI
LAPQPPDVGS SDPLAMVGGS QARSPSYAS
13 DKTHTCPPCP APEAAGGPSV FLFPPKPKDT | Variante #204 = V101 con
LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD Enlazador de 15 Aminoécidos
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH (GGGGS x 3) entre Fc y FGF21
ODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK | = (Q55C, A109T, G148C,
GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK | K150R, P158S, S195A, P199G,
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDs | G202A)
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVEFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSPGKGGG GSGGGGSGGG
GSDSSPLLOF GGQVRQRYLY TDDACQTEAH
LEIREDGTVG GAADQSPESL LQOQLKALKPGV
IQILGVKTSR FLCQRPDGTL YGSLHFDPEA
CSFRELLLED GYNVYQSEAH GLPLHLPCNR
SPHRDPASRG PARFLPLPGL PPALPEPPGI
LAPQPPDVGS SDPLAMVGGS QARSPSYAS
- Obsérvese que la secuencia de FGF21 de tipo silvestre en esta tabla se refiere al Niumero de
Secuencia de Referencia de NCBI NP_061986.1 (SEQ ID NO: 1) a menos que se especifique de otra
manera. Todas las mutaciones en la fraccion de FGF21 y la numeracion de aminoacidos
correspondiente de dichas mutaciones se refieren de regreso a la (SEQ ID NO: 1), y no a las
secuencias de longitud completa de esta tabla, las cuales también pueden incluir Fc y regiones
enlazadoras.

Las variantes o los mutantes utilizados en las proteinas de fusion de la invencién, por ejemplo, las variantes de
FGF21 de tipo silvestre, son tal como se dan en las secuencias 10-13. Hablando en términos generales, una
variante posee alguna propiedad estructural o funcional modificada de la proteina de tipo silvestre. Por ejemplo, la
variante puede tener una mejor o mayor estabilidad fisica en soluciones concentradas (por ejemplo, acumulacion
mediada menos hidrofébica), una mejor o mayor estabilidad en plasma cuando se incuba con el plasma sanguineo,
0 mejor 0 mayor bioactividad mientras que se mantiene un perfil de bioactividad favorable.

Las sustituciones y modificaciones de aminoacidos aceptables que constituyen diferencias entre las porciones de las
proteinas de fusion de la invencion y sus proteinas comparadoras de tipo silvestre son las enumeradas para las
secuencias 10-13 en la Tabla 1.

Un experto en la materia de la expresién de las proteinas reconocera que se puede introducir metionina o la
secuencia de metionina-arginina en el extremo N-terminal de cualquiera de las proteinas de fusién de la invencién,
para la expresién en E. coli, y se contemplan dentro del ambito de la presente invencion.

Las proteinas de fusion de la invencidon pueden poseer una mayor compatibilidad con los conservantes
farmacéuticos (por ejemplo, m-cresol, fenol, alcohol bencilico), haciendo posible, por consiguiente, la preparacion de
una formulacion farmacéutica conservada que mantenga las propiedades fisico-quimicas y la actividad biol6gica de
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la proteina durante su almacenamiento. De acuerdo con lo anterior, las variantes con una mejor estabilidad
farmacéutica en relacién con el tipo silvestre, tienen una mayor estabilidad fisica en soluciones concentradas en
condiciones tanto fisiolégicas como conservadas de la formulacion farmacéutica, mientras que se mantiene la
potencia biolégica. A modo de ejemplo no limitante, las proteinas de fusién de la invencién pueden ser mas
resistentes a la proteodlisis y a la degradacion enzimatica; pueden tener una mayor estabilidad; y pueden tener
menos probabilidades de acumularse, que sus contrapartes de tipo silvestre o que la secuencia natural
correspondiente. Tal como se utilizan en el presente documento, estos términos no son mutuamente exclusivos o
limitantes, siendo enteramente posible que una variante dada tenga una o mas propiedades modificadas de la
proteina de tipo silvestre.

La invencion también abarca moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas de fusién de la invencion tal
como se definen en la tabla de la reivindicacion 1.

En el presente documento se proporcionan procedimientos empleados para generar las proteinas de fusion de la
invencion, en donde estos procedimientos implican la modificacion especifica del sitio y la modificacion no especifica
del sitio de las versiones de tipo silvestre de las proteinas (por ejemplo, la proteina de FGF21 de tipo silvestre, tal
como se describe en el presente documento), por ejemplo, truncamientos de las proteinas de tipo silvestre, y la
incorporacion especifica del sitio de los aminoacidos en las posiciones de interés dentro de las proteinas de tipo
silvestre. Estas modificaciones mejoran las propiedades bioldgicas de las proteinas de fusion de la invencion en
relacién con las proteinas de tipo silvestre, asi como, en algunos casos, sirven como puntos de union, por ejemplo,
para marcadores y agentes de extensién de la vida media de la proteina, y para los propdsitos de fijar estas
variantes a la superficie de un soporte sélido. Las realizaciones relacionadas de la invencion son los procedimientos
para producir células capaces de producir dichas proteinas de fusién de la invencién, y de producir vectores que
contengan el ADN que codifique estas variantes.

En ciertas realizaciones, estas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas del sitio, se utilizan para
unir conjugados, por ejemplo, grupos PEG, a proteinas de la invencion, para los propdsitos de, por ejemplo,
extender la vida media o mejorar de otra manera las propiedades biolégicas de dichas proteinas. Estas técnicas se
describen adicionalmente en el presente documento.

En otras realizaciones, estas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas del sitio, se utilizan para
unir otros polimeros, moléculas pequefas y secuencias de proteinas recombinantes que extiendan la vida media de
la proteina de la invencion. Esta realizacion incluye la unién de acidos grasos o compuestos de enlace de albdimina
especificos a proteinas. En otras realizaciones, las modificaciones se hacen en un tipo de amino&cido particular, y
se pueden unir en uno o mas sitios sobre la proteina.

En otras realizaciones, estas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas del sitio, se utilizan como
un medio de unién para la produccion de multimeros de tipo silvestre y/o variantes, por ejemplo, dimeros
(homodimeros o heterodimeros) o trimeros o tetrameros. Estas moléculas de proteina multiméricas pueden tener
adicionalmente grupos, tales como PEG, azucares, y/o conjugados de PEG-colesterol unidos.

En otras realizaciones, estas modificaciones especificas del sitio se utilizan para reticular especificamente en el sitio
las proteinas formando de esta manera heterooligomeros, incluyendo, pero sin limitaciéon, heterodimeros y
heterotrimeros. En otras realizaciones, estas modificaciones especificas del sitio se utilizan para reticular
especificamente en el sitio las proteinas formando de esta manera conjugados de proteina-proteina, conjugados de
proteina-polipéptido, conjugados de proteina-péptido. En otras realizaciones, una modificacién especifica del sitio
puede incluir un punto de ramificacion para permitir que se una mas de un tipo de molécula en un solo sitio de una
proteina.

En otras realizaciones, las modificaciones incluidas en el presente documento se pueden hacer de una manera no
especifica del sitio y dan como resultado conjugados de proteina-proteina, conjugados de proteina-polipéptido,
conjugados de proteina-péptido de la invencién.

Definiciones

Se utilizan diferentes definiciones a través de todo el presente documento. La mayoria de las palabras tienen el
significado que se atribuiria a estas palabras por un experto en la materia. Las palabras definidas de una manera
especifica, ya sea mas adelante o bien en cualquier otra parte de este documento, tienen el significado
proporcionado en el ambito de la presente invencién como un todo y como son tipicamente entendidas por los
expertos en la materia.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “FGF21” se refiere a un miembro de la familia de las
proteinas del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Una secuencia de aminoacidos del FGF21 (Numero de
referencia de GenBank NP_061986.1) se establece como la SEQ ID NO: 1, cuya secuencia de polinucleétidos
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correspondiente se establece como la SEQ ID NO: 2 (numero de secuencia de referencia del NCBI NM_019113.2).
"Variante de FGF21", "mutante de FGF21", y términos similares describen la versién modificada de la proteina de
FGF21, por ejemplo, con los restos de aminodcidos constitutivos delecionados, adicionados, modificados, o
sustituidos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "receptor de FGF21" se refiere a un receptor para FGF21
(Kharitonenkov, A y col. (2008) Journal of Celular Physiology 215: 1-7; Kurosu, H y col. (2007) JBC 282: 26687-
26695; Ogawa, Y y col. (2007) PNAS 104: 7432-7437).

El término “polipéptido de FGF21” se refiere a un polipéptido que se expresa de forma natural en los seres humanos.
Para los propdsitos de la presente divulgacion, el término “polipéptido de FGF21” se puede utilizar de una manera
intercambiable para referirse a cualquier polipéptido de FGF21 de longitud completa, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1,
la cual consiste en 209 restos de aminodacidos y la cual esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO: 2; cualquier forma del polipéptido maduro, el cual consiste en 181 restos de aminodcidos, y en donde se han
removido los 28 restos de aminoacidos en el extremo amino-terminal del polipéptido de FGF21 de longitud completa
(es decir, los que constituyen el péptido sefal).

"Variante 76", tal como se utiliza en el presente documento, es una variante de proteina de FGF21, que proporciona
un PEG ramificado de 40 kDa enlazado a través de Cys154, y ocho mutaciones puntuales en relacién con la
proteina de tipo silvestre de 177 aminoé&cidos. La sintesis de la variante se describe con mayor detalle en el presente
documento, y la secuencia de la proteina se representa en la Tabla 1 y en la SEQ ID NO: 9.

La expresién “molécula de &cido nucleico aislada” se refiere a una molécula de acido nucleico de la presente
invencion que: (1) se ha separado de al menos aproximadamente el 50 % de las proteinas, lipidos, carbohidratos, u
otros materiales con los que se encuentra naturalmente cuando se aisla el acido nucleico total a partir de las células
fuente, (2) no esta enlazada a todo o a una parte de un polinucleétido con el que se enlaza la “molécula de acido
nucleico aislada” en la naturaleza, (3) esta enlazada operativamente a un polinucleétido con el que no esta enlazada
en la naturaleza, o (4) no se presenta en la naturaleza como parte de una secuencia de polinucleétido mas grande.
Preferentemente, la molécula de acido nucleico aislada de la presente invencién estd sustancialmente libre de
cualquier otra molécula de acidos nucleicos contaminantes o de otros contaminantes que se encuentren en su medio
ambiente natural, que interferirian con su uso en la produccion del polipéptido o0 con su uso terapéutico, de
diagnéstico, profilactico o en investigacion.

El término “vector” se utiliza para referirse a cualquier molécula (por ejemplo, acido nucleico, plasmido, o virus)
utilizada para transferir la informacién de codificacién a una célula hospedadora.

El término “vector de expresion” se refiere a un vector que es adecuado para la transformacion de una célula
hospedadora y contiene secuencias de acidos nucleicos que dirigen y/o controlan la expresién de secuencias de
acidos nucleicos heterdlogas insertadas. La expresion incluye, pero sin limitacion, procesos, tales como la
transcripcion, la traduccion, y el corte y empalme de ARN, si hay intrones presentes.

El término “operativamente enlazada” se utiliza en el presente documento para referirse a una configuracion de las
secuencias flanqueantes, en la que las secuencias flanqueantes asi descritas se configuran o se ensamblan para
llevar a cabo su funcién usual. Los elementos de las proteinas de fusién se pueden enlazar operativamente entre si
para permitir que funcione la proteina de fusion como si fuera una proteina endoégena de origen natural, y/o para
combinar distintos elementos de dichas proteinas de fusion de forma sinérgica.

A nivel de los nucleétidos, una secuencia flanqueante enlazada operativamente a una secuencia codificante puede
ser capaz de efectuar la replicacion, transcripcion y/o traduccion de la secuencia codificante. Por ejemplo, una
secuencia codificante se enlaza operativamente a un promotor cuando el promotor es capaz de dirigir la
transcripcion de esa secuencia codificante. Una secuencia flanqueante no necesita estar contigua a la secuencia
codificante, siempre que funcione correctamente. Por consiguiente, por ejemplo, puede haber presentes secuencias
de intervencion no traducidas y no obstante transcritas entre una secuencia promotora y la secuencia codificante, y
la secuencia promotora todavia se puede considerar como “operativamente enlazada” a la secuencia codificante.

El término “célula hospedadora” se utiliza para referirse a una célula que se ha transformado, o que es capaz de
transformarse con una secuencia de acido nucleico y luego de expresar un gen de interés seleccionado. El término
incluye la progenie de la célula progenitora, ya sea que la progenie sea o no idéntica en su morfologia o en su
elaboracion genética al progenitor original, siempre que esté presente el gen seleccionado.

El término “aminoacido”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a los aminoacidos que se presentan
de forma natural, a los aminoacidos no naturales, a los analogos de aminoacidos, y a los miméticos de aminoacidos
que funcionan de una manera similar a los aminoacidos que se presentan de forma natural, todos en sus
esterecisdmeros D y L si su estructura permite tales formas estereoisoméricas. Los aminoacidos se citan en el
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presente documento ya sea por su nombre, sus simbolos de tres letras cominmente conocidos, o bien mediante los
simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura bioquimica IUPAC-IUB.

La expresion “que se presenta de forma natural”, cuando se utiliza en relacion con los materiales bioldgicos, tales
como moléculas de acidos nucleicos, polipéptidos, células hospedadoras y similares, se refiere a los materiales que
se encuentran en la naturaleza, y no son manipulados por el hombre. De una manera similar, “que no se presentan
de forma natural", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un material que no se da en la
naturaleza, o que se ha modificado estructuralmente o sintetizado por el hombre. Cuando se utiliza en relacion con
los nucledtidos, el término “que se presenta en la naturaleza” se refiere a las bases de adenina (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T), y uracilo (U). Cuando se utiliza en relacién con los amino&cidos, el término “que se presenta
en la naturaleza” se refiere a los 20 aminoacidos convencionales (es decir, alanina (A), cisteina (C), acido aspartico
(D), &cido glutamico (E), fenilalanina (F), glicina (G), histidina (H), isoleucina (1), lisina (K), leucina (L), metionina (M),
asparagina (N), prolina (P), glutamina (Q), arginina (R), serina (S), treonina (T), valina (V), triptéfano (W), y tirosina
(Y)), asi como selenaocisteina, pirrolisina (Pyl, u O), y pirrolina-carboxi-lisina (Pcl, o Z).

La pirrolisina (Pyl) es un aminoacido que se encuentra en la naturaleza dentro de las metiltransferasas de
metilamina de las arqueas metanogénicas de la familia de Methanosarcina. La pirrolisina es un andlogo de lisina
cotraduccionalmente incorporado en los codones UAG dentro del marco en el respectivo ARNm, y se considera
como el 222 amino4cido natural.

Tal como se describe al menos en la Publicacién de Patente del TCP Numero W02010/48582 (solicitante: IRM,
LLC), los intentos por biosintetizar la pirrolisina (Pyl) en E. coli dieron como resultado la formacién de una “pirrolisina
desmetilada", citada en el presente documento como pirrolinacarboxilisina, o Pcl. “Pcl", tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a cualquiera de Pcl-A o Pcl-B.

Las expresiones "aminoacido no natural" y "aminoacido innatural”, tal como se utilizan en el presente documento,
pretenden representar, de una manera intercambiable, las estructuras de aminoacidos que no se pueden generar de
manera biosintética en ningun organismo utilizando genes no modificados o modificados a partir de cualquier
organismo, ya sea igual o diferente. Los términos se refieren a un resto de aminoacido que no esta presente en la
secuencia de proteina de FGF21 que se da de forma natural (de tipo silvestre) o en las secuencias de la presente
invencion. Estos incluyen, pero sin limitacion, aminoacidos modificados y/o analogos de aminoacidos que no son
uno de los 20 aminodcidos que se dan en la naturaleza, selenocisteina, pirrolisina (Pyl), o pirrolinacarboxilisina (Pcl,
por ejemplo, tal como se describe en la Publicacién de Patente del TCP N.2 W02010/48582). Estos restos de
aminoacidos no naturales se pueden introducir mediante la sustitucion de los aminoacidos que se dan en la
naturaleza y/o mediante la insercién de aminoacidos no naturales en la secuencia de proteina de FGF21 que se da
en la naturaleza (de tipo silvestre) o en las secuencias de la invencion. El resto de aminoacido no natural también se
puede incorporar de tal manera que se imparta una funcionalidad deseada a la molécula de FGF21, por ejemplo, la
capacidad para enlazarse a una fraccion funcional (por ejemplo, PEG). Cuando se utilice en relacion con
aminoacidos, el simbolo "U" significara "aminoacido no natural" y "aminoacido innatural”, tal como se utiliza en el
presente documento.

Ademas, se entiende que estos "aminoacidos no naturales" requieren un ARNt modificado y de una sintetasa de
ARNt modificado (RS) para su incorporacion en una proteina. Estos pares de ARNt/RS ortogonales “seleccionados”
se generan mediante un proceso de seleccién, tal como el desarrollado por Schultz y col., o mediante mutacién
aleatoria o dirigida. A modo de ejemplo, la pirrolinacarboxilisina es un "aminoacido natural”, ya que se genera de
forma biosintética mediante los genes transferidos a partir de un organismo hasta las células hospedadoras, y ya
que se incorpora en las proteinas utilizando genes de ARNt natural y sintetasa de ARNt, mientras que la p-amino-
fenilalanina (véase, Generation of a bacterium with a 21 amino acid genetic code, Mehl RA, Anderson JC, Santoro
SW, Wang L, Martin AB, King DS, Horn DM, Schultz PG. J Am Chem Soc., 29 de enero de 2003; 125(4): 935-9) es
un "aminoacido no natural" debido a que, aunque se genera de forma biosintética, se incorpora en las proteinas
mediante un par de sintetasa de ARNt/ARNt ortogonal “seleccionado”.

Los aminoacidos codificados modificados incluyen, pero sin limitacién, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, O-
fosfoserina, &cido azetidincarboxilico, &acido 2-aminoadipico, &cido 3-aminoadipico, beta-alanina, &cido
aminopropionico, acido 2-aminobutirico, acido 4-aminobutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-aminoheptanoico,
acido 2-aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, &cido 2-aminopimélico, terbutilglicina, acido 2,4-
diaminoisobutirico, desmosina, acido 2,2'-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropiénico, N-etilglicina, N-metilglicina,
N-etilasparagina, homoprolina, hidroxilisina, alohidroxilisina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina,
aloisoleucina, N-metilalanina, N-metilglicina, N-metilisoleucina, N-metilpentilglicina, N-metilvalina, naftalanina,
norvalina, norleucina, ornitina, pentilglicina, acido pipecoélico y tioprolina. El término “aminoacido” también incluye los
aminoacidos que se dan de forma natural que son metabolitos en ciertos organismos pero que no estan codificados
por el cédigo genético para su incorporacién en las proteinas. Estos aminoacidos incluyen, pero sin limitacion,
ornitina, D-ornitina, y D-arginina.
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El término “andlogo de amino&cido”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a los compuestos que
tienen la misma estructura quimica béasica que un aminoacido que se da en la naturaleza, a modo de ejemplo
solamente, un carbono-a que se enlaza a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R. Los
analogos de aminodcidos incluyen los aminoacidos naturales y no naturales que se bloquean quimicamente, de una
manera reversible o irreversible, o se modifica quimicamente su grupo carboxilo C-terminal, su grupo amino N-
terminal y/o sus grupos funcionales de cadena lateral. Estos andlogos incluyen, pero sin limitacién, sulféxido de
metionina, metionina-sulfona, S-(carboxi-metil)-cisteina, sulféxido de S-(carboxi-metil)-cisteina, S-(carboxi-metil)-
cisteina-sulfona, (beta-metil-éster) de acido aspartico, N-etil-glicina, alanina-carboxamida, homoserina, norleucina, y
metionina-metilsulfonio.

El término “miméticos de aminoacidos”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a los compuestos
quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que
funciona de una manera similar a la de un amino&cido que se da en la naturaleza.

El término "variante biol6gicamente activa" se refiere a cualquier variante de polipéptido utilizada en las proteinas de
fusién de la invencion, por ejemplo, como una proteina constituyente de las fusiones, que posee una actividad de su
contraparte de proteina o polipéptido de tipo silvestre (por ejemplo, de origen natural), tal como la capacidad para
modular los niveles de glucosa, HbA1c, insulina, triglicéridos, o colesterol en sangre; incrementar la funcion
pancreética; reducir los niveles de lipidos en el higado; reducir el peso corporal; y para mejorar la tolerancia a la
glucosa, el gasto de energia, o la sensibilidad a la insulina, independientemente del tipo o nimero de modificaciones
que se hayan introducido en la variante del polipéptido. No obstante, las variantes de polipéptidos que poseen un
nivel un poco disminuido de actividad en relacion con sus versiones de tipo silvestre se pueden considerar como
variantes de polipéptidos biolégicamente activas. Una variante de polipéptido biolégicamente activa de la invencion
es una variante de FGF21, la cual se modifica después, y posee propiedades bioldgicas similares 0 mejoradas en
relacion con el FGF21 de tipo silvestre.

Las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz", se refieren cada una a la cantidad de una
proteina de fusion de la invencién utilizada para soportar un nivel observable de una o mas actividades biol6gicas de
las contrapartes del polipéptido o de la proteina de tipo silvestre, tales como la capacidad para reducir los niveles de
glucosa, insulina, triglicéridos o colesterol en sangre; reducir los niveles de triglicéridos o de lipidos en el higado;
reducir el peso corporal; o mejorar la tolerancia a la glucosa, el gasto de energia, o la sensibilidad a la insulina. Por
ejemplo, una "cantidad terapéuticamente eficaz" administrada a un paciente que presente, padezca, o que sea
susceptible a padecer, los trastornos asociados con el FGF21 (tales como diabetes mellitus de tipo 1 o de tipo 2,
obesidad, o sindrome metabdlico), es una cantidad que induzca, mitigue, o provoque de otra modo una mejora en
los sintomas patolégicos, en el progreso de la enfermedad, en las condiciones fisiol6gicas asociadas con, o en la
resistencia a sucumbir a, los trastornos anteriormente mencionados. Para los propdésitos de la presente invencion, un
"sujeto" o "paciente" preferentemente es un ser humano, pero también puede ser un animal, de una manera mas
especifica, un animal de compania (por ejemplo, perros, gatos, y similares), animales de granja (por ejemplo, vacas,
ovejas, cerdos, caballos, y similares), y animales de laboratorio (por ejemplo, ratas, ratones, cobayas, y similares).

El término “vehiculo farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo fisiolégicamente aceptable”, tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a uno o0 mas materiales de formulacion adecuados para llevar a cabo o para mejorar
el suministro de una proteina de fusion de la invencion.

El término “antigeno” se refiere a una molécula o a una parte de una molécula que es capaz de enlazarse mediante
un anticuerpo, y adicionalmente que es capaz de utilizarse en un animal para producir anticuerpos que son capaces
de enlazarse a un epitopo de ese antigeno. Un antigeno puede tener uno 0 mas epitopos.

El término “Fc natural” se refiere a una molécula o a una secuencia que comprende la secuencia de un fragmento
que no se enlaza al antigeno resultante de la digestién del anticuerpo entero o producido por otros medios, ya sea
en una forma monomérica o multimérica, y puede contener la region de articulacién. La fuente de inmunoglobulina
original del Fc natural es preferentemente de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas,
aunque se prefieren IgG1 e IgG2. Las moléculas de Fc naturales se forman de polipéptidos monoméricos que se
pueden enlazar en formas diméricas o multiméricas mediante una asociacion covalente (es decir, enlaces disulfuro)
y no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre las subunidades monoméricas de las
moléculas de Fc naturales esta en el intervalo de 1 a 4, dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG, IgA, e IgE) o de
la subclase (por ejemplo, IgG1, 1I9G2, IgG3, IgA1, e IgGA2). Un ejemplo de un Fc natural es un dimero enlazado con
disulfuro resultante de la digestién con papaina de una IgG (véase Ellison y col., 1982, Nucleic Acids Res. 10: 4071-
9). El término “Fc natural", tal como se utiliza en el presente documento, es genérico para las formas monomeéricas,
diméricas, y multiméricas.

El término “variante de Fc” se refiere a una molécula o a una secuencia que se modifica a partir de un Fc natural
pero todavia comprende un sitio de enlace para el receptor de salvamento, FcRn (receptor de Fc neonatal). Las
Publicaciones Internacionales N.2 WO 97/34631 y WO 96/32478 describen las variantes de Fc de ejemplo, asi como
la interaccion con el receptor de salvamento. Por consiguiente, el término “variante de F¢” puede comprender una
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molécula o una secuencia que se humaniza a partir de un Fc natural no humano. Adicionalmente, un Fc natural
comprende regiones que se pueden remover debido a que proporcionan caracteristicas estructurales o una actividad
biolégica que no se requieren para las moléculas de fusion de las proteinas de fusion de la invencion. Por
consiguiente, el término “variante de Fc” comprende una molécula o una secuencia que carece de uno o mas sitios o
restos de Fc naturales, o en donde se han modificado uno o mas sitios o restos de Fc que afectan a, o que estan
implicados en: (1) la formacion de enlace disulfuro, (2) la incompatibilidad con una célula hospedadora seleccionada,
(3) la heterogeneidad de N-terminal sobre la expresion en una célula hospedadora seleccionada, (4) la glucosilacion,
(5) la interaccion con el complemento, (6) el enlace a un receptor de Fc diferente de un receptor de salvamento, o (7)
la citotoxicidad celular dependiente de los anticuerpos (ADCC). Las variantes de Fc se describen con mayor detalle
a continuacion en el presente documento.

El término “dominio Fc” abarca el Fc natural y las variantes y secuencias de Fc, tal como se definen anteriormente.
Como con las variantes de Fc y las moléculas de Fc naturales, el término “dominio Fc¢” incluye las moléculas en una
forma monomérica o multimérica, si se digieren a partir del anticuerpo entero o se producen por otros medios. En la
presente invencion, un dominio Fc se fusiona con un mutante de FGF21 con las secuencias de las proteinas de
fusién tal como se definen en la tabla de la reivindicacion 1. Estas proteinas de fusién pueden formar multimeros
mediante la asociacién de los dominios Fc, y ambas proteinas de fusion y sus multimeros son un aspecto de la
presente invencion.

El término "fragmento Fc modificado", tal como se utiliza en el presente documento, significara un fragmento Fc de
un anticuerpo, el cual comprende una secuencia modificada. El fragmento Fc es una porcion de un anticuerpo, el
cual comprende las CH2, CH3 y parte de la regién de articulacién. El fragmento Fc modificado puede derivar, por
ejemplo, de IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4. FcLALA es un fragmento Fc modificado con una mutacién LALA (L234A,
L235A), que desencadena ADCC con una eficiencia reducida, y se enlaza y activa débilmente el complemento
humano. Hessell y col., 2007 Nature 449: 101-104. Las modificaciones adicionales al fragmento Fc se describen, por
ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N.% 7.217.798.

El término "polietilenglicol" o "PEG" se refiere a un compuesto de polialquilenglicol o a un derivado del mismo, con o
sin agentes de acoplamiento, o la derivacion con fracciones de acoplamiento o activadoras.

El término "trastornos asociados con FGF21", y los términos utilizados de forma similar en el presente documento,
incluyen obesidad, diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2, pancreatitis, dislipidemia, enfermedad de higado graso no
alcoholico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a
la glucosa, hiperglicemia, sindrome metabdlico, infarto de miocardio agudo, hipertensién, enfermedad
cardiovascular, ateroesclerosis, enfermedad de arterias periféricas, ictus, insuficiencia cardiaca, enfermedad
cardiaca coronaria, enfermedad renal, complicaciones diabéticas, neuropatia, gastroparesis, los trastornos
asociados con mutaciones inactivadoras severas en el receptor de insulina.

La expresidn "trastornos asociados con mutaciones inactivadoras severas en el receptor de insulina”, y los términos
utilizados de forma similar en el presente documento, describen las afecciones en los sujetos que padecen
mutaciones en el receptor de insulina (o de las posibles proteinas directamente aguas abajo a partir del mismo) que
provocan una severa resistencia a la insulina pero que con frecuencia (aunque no siempre) se ven sin la obesidad
comun en la diabetes mellitus de tipo 2. De muchas maneras, los sujetos afligidos con estas afecciones manifiestan
sintomas hibridos de diabetes mellitus de tipo 1 y diabetes mellitus de tipo 2. Los sujetos afligidos por lo mismo caen
en varias categorias de un aumento regular de la severidad, incluyendo: resistencia a la insulina Tipo A, resistencia
a la insulina Tipo C (Sindrome de AKA HAIR-AN), Sindrome de Rabson-Mendenhall, y finalmente Sindrome de
Donochue o Leprechaunismo. Estos trastornos estan asociados con niveles de insulina endégenos muy altos, y con
mucha frecuencia, con hiperglicemia. Los sujetos afligidos de esta manera también presentan diversas
caracteristicas clinicas asociadas con la "toxicidad de insulina", incluyendo hiperandrogenismo, sindrome del ovario
poliquistico (PCOS), hirsutismo, y acantosis nigricans (crecimiento y pigmentacién excesivos) en los pliegues de la
piel.

"Diabetes mellitus de tipo 2" es una afeccion caracterizada por un exceso de la produccion de glucosa a pesar de la
disponibilidad de insulina, y los niveles de glucosa circulantes siguen siendo excesivamente altos como resultado de
la eliminacién inadecuada de la glucosa.

“Diabetes mellitus de tipo 1” es una afeccién caracterizada por altos niveles de glucosa en sangre causados por la
falta total de insulina. Esto se presenta cuando el sistema inmunoldgico del cuerpo ataca a las células beta
productoras de insulina en el pancreas y las destruye. El pancreas entonces produce poca o ninguna insulina.

"Intolerancia a la glucosa" o "tolerancia deteriorada a la glucosa (IGT)" es un estado prediabético de disglucemia que
se asocia con un mayor riesgo de patologia cardiovascular. La condicién prediabética impide que un sujeto mueva la
glucosa hacia las células de una manera eficaz y la utilice como una fuente de combustible eficaz, conduciendo a
niveles de glucosa elevados en sangre y a algin grado de resistencia a la insulina.
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"Hiperglucemia" se define como un exceso de azucar (glucosa) en la sangre.

"Hipoglucemia", también denominada como baja aziucar en sangre, se presenta cuando el nivel de glucosa en
sangre cae demasiado bajo para proporcionar suficiente energia para las actividades corporales.

"Hiperinsulinemia" se define como un nivel mas alto que el normal de insulina en la sangre.

"Resistencia a la insulina" se define como un estado en el que una cantidad normal de insulina produce una
respuesta biolégica por debajo de lo normal.

"Obesidad", en términos del sujeto humano, se puede definir como el peso corporal por encima del 20 % del peso
corporal ideal para una poblacion dada (R. H. Williams, Textbook of Endocrinology, 1974, paginas 904-916).

"Complicaciones diabéticas" son los problemas causados por altos niveles de glucosa en sangre, con otras
funciones corporales, tales como rifiones, nervios (neuropatias), pies (Ulceras y mala circulacién de los pies), y ojos
(por ejemplo, retinopatias). La diabetes también aumenta el riesgo de enfermedad del corazén y de los trastornos de
los huesos y de las articulaciones. Otras complicaciones de la diabetes a largo plazo incluyen problemas de la piel,
problemas digestivos, disfuncién sexual, y problemas con los dientes y las encias.

"Sindrome metabdlico" se puede definir como un grupo de al menos tres de los siguientes sintomas: grasa
abdominal - en la mayoria de los hombres, una cintura de 101,6 centimetros (40 pulgadas) o mayor; alta azlcar en
sangre - al menos 110 miligramos por decilitro (mg/dl) después del ayuno; altos triglicéridos - al menos 150
miligramos/decilitro en el torrente sanguineo; baja HDL - menos de 40 miligramos/decilitro; y presion sanguinea de
130/85 mm de Hg o mas alta.

"Pancreatitis" es la inflamacién del pancreas.

"Dislipidemia" es un trastorno del metabolismo de las lipoproteinas, incluyendo la sobreproduccién o la deficiencia de
lipoproteinas. Las dislipidemias se pueden manifestar por una elevacién de las concentraciones del colesterol total,
del colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL), y de triglicéridos, y una disminucion en la concentracién del
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en la sangre.

"Enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD)" es una enfermedad hepatica, no asociada con el consumo de
alcohol, caracterizada por cambios grasos de los hepatocitos.

"Esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)" es una enfermedad hepatica, no asociada con el consumo de alcohol,
caracterizada por cambios grasos de los hepatocitos, acompafnados por inflamacion intralobular y fibrosis.

“Hipertensién” o alta presidon sanguinea, que es una elevacién transitoria o sostenida de presion sanguinea arterial
sistémica hasta un nivel que tiene probabilidades de inducir dafio cardiovascular u otras consecuencias adversas. La
hipertension se ha definido arbitrariamente como una presién sanguinea sistélica por encima de 140 mm de Hg, o
una presion sanguinea diastélica por encima de 90 mm de Hg.

"Enfermedades cardiovasculares" son las enfermedades relacionadas con el corazon o con los vasos sanguineos.

"Infarto de miocardio agudo" se presenta cuando hay una interrupcién del suministro de sangre hacia una parte del
corazon. La isquemia y la falta de oxigeno resultante, si se deja sin tratamiento durante un periodo de tiempo
suficiente, pueden provocar dafio o la muerte (infarto) del tejido del musculo cardiaco (miocardio).

“Enfermedad de arterias periféricas” se presenta cuando se acumula placa en las arterias que llevan la sangre a la
cabeza, a los 6rganos, y a las extremidades. A través del tiempo, la placa se puede endurecer y puede estrechar las
arterias, lo cual limita el flujo de sangre rica en oxigeno hacia los 6rganos y hacia otras partes del cuerpo.

“Ateroesclerosis” es una enfermedad vascular caracterizada por depositos de lipidos distribuidos de forma irregular
en la intima de las arterias de tamano grande y mediano, que provocan el estrechamiento de los limenes arteriales,
y que proceden eventualmente fibrosis y calcificacién. Las lesiones son normalmente focales y progresan
lentamente y de manera intermitente. La limitacién del flujo sanguineo cuenta por la mayoria de las manifestaciones
clinicas, que varian con la distribucién y la gravedad de las lesiones.

“Ictus” es cualquier suceso clinico agudo, relacionado con el deterioro de la circulacion cerebral, que dura mas de 24
horas. Un ictus implica un dafo cerebral irreversible, dependiendo el tipo y la gravedad de los sintomas de la
localizacién y extension de tejido cerebral cuya circulacion se haya comprometido.
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“Insuficiencia cardiaca”, también denominada como insuficiencia cardiaca congestiva, es una afeccién en la que el
corazon ya no puede bombear suficiente sangre hacia el resto del cuerpo.

“Enfermedad cardiaca coronaria”, también denominada como enfermedad de arterias coronarias, es un
estrechamiento de los vasos sanguineos pequefios que suministran sangre y oxigeno al corazoén.

“Enfermedad renal” o nefropatia es cualquier enfermedad del rifién. La nefropatia diabética es una causa importante
de patologia y mortalidad en las personas con diabetes mellitus de tipo 1 o de tipo 2.

“Neuropatias” son cualesquiera enfermedades que impliquen a los nervios craneales o al sistema nervioso periférico
o auténomo.

“Gastroparesis” es la debilidad de la peristalsis gastrica, lo cual da como resultado un vaciado retardado de los
intestinos.

Los pacientes criticamente enfermos abarcados por la presente invencién en términos generales experimentan un
estado hipermetabdlico inestable. Este estado metabdlico inestable se debe a los cambios en el metabolismo del
sustrato, los cuales pueden llevar a deficiencias relativas en algunos nutrientes. En términos generales, hay un
aumento de oxidacion tanto de grasa como de musculo.

Mas aun, los pacientes criticamente enfermos son preferentemente los pacientes que experimentan el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica o la insuficiencia respiratoria. Una reduccion en la patologia significa reducir la
probabilidad de que un paciente criticamente enfermo desarrolle enfermedades, afecciones o sintomas adicionales,
o reducir la gravedad de enfermedades, afecciones o sintomas adicionales. Por ejemplo, la reduccién de la patologia
puede corresponder a una disminucion en la incidencia de bacteremia o sepsis, o de las complicaciones asociadas
con la falla de multiples 6rganos.

Tal como se utilizan en el presente documento, las formas en singular "uno”, "una" y "el", “la”, incluyen las
referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término "aproximadamente" se refiere a +/-20 %, mas preferentemente, +/-10 %, o adn mas
preferentemente, +/- 5 % de un valor.

Los términos "polipéptido" y "proteina”, se utilizan indistintamente, y se refieren a una forma polimérica de
aminoacidos de cualquier longitud, los cuales pueden incluir aminoacidos codificados y no codificados, aminoacidos
que se presentan naturalmente y que no se dan en la naturaleza, aminoacidos quimicamente o bioquimicamente
modificados o derivados, y polipéptidos con estructuras base peptidicas modificadas. El término incluye las proteinas
de fusion, que incluyen, pero sin limitacion, las proteinas de fusion con una secuencia de aminodcidos heterdloga,
las fusiones con secuencias lider heter6logas y homologas, con o sin residuos de metionina en N-terminal; las
proteinas marcadas de forma inmunolégica; y similares.

Los términos “individuo”, “sujeto”, “hospedador” y "paciente” se utilizan indistintamente, y se refieren a cualquier
sujeto para el que se desee un diagnoéstico, tratamiento, o terapia, en particular seres humanos. Otros sujetos
pueden incluir vacas, perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones, caballos, y similares. En algunas realizaciones
preferidas, el sujeto es un ser humano.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “muestra” se refiere al material biolégico de un paciente. La
muestra estudiada mediante la presente invencion no se limita a algun tipo particular. Las muestras incluyen, como
ejemplos no limitantes, las células individuales, las células multiples, tejidos, tumores, fluidos bioldgicos, moléculas
biolégicas, o sobrenadantes, o extractos de cualquiera de los anteriores. Los ejemplos incluyen tejido extraido para
biopsia, tejido extraido durante la reseccion, sangre, orina, tejido linfatico, fluido linfatico, liquido cefalorraquideo,
moco, y muestras de heces. La muestra utilizada variard basandose en el formato de ensayo, el procedimiento de
deteccion y la naturaleza de los tumores, tejidos, células o extractos que se vayan a estudiar. Los procedimientos
para la preparacién de muestras son bien conocidos en la materia, y se pueden adaptar facilmente con el fin de
obtener una muestra que sea compatible con el procedimiento empleado.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “molécula bioldgica” incluye, pero sin limitacion,
polipéptidos, acidos nucleicos, y sacéridos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “modulacion” se refiere a un cambio en la calidad o
cantidad de un gen, proteina, o cualquier molécula que esté dentro, fuera, o sobre la superficie de una célula. El
cambio puede ser un aumento o una disminucién en la expresion o en el nivel de la molécula. El término “modular”
también incluye cambiar la calidad o cantidad de una funcidn/actividad bioldgica, incluyendo, sin limitacion, la
capacidad para reducir los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos, o colesterol en sangre; para reducir los niveles
de lipidos hepéticos o de triglicéridos hepaticos; para reducir el peso corporal; y para mejorar la tolerancia a la
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glucosa, el gasto de energia, o la sensibilidad a la insulina.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “modulador” se refiere a una composicién que modula uno
0 mas eventos fisiolégicos o bioquimicos asociados con un trastorno asociado con el FGF21, tal como diabetes
mellitus tipo 1 o tipo 2 o una condicion metabdlica como obesidad. Estos eventos incluyen, pero no se limitan a, la
capacidad para reducir los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos, o colesterol en sangre; para reducir los niveles
de lipidos hepaticos o de triglicéridos hepaticos; para reducir el peso corporal; y para mejorar la tolerancia a la
glucosa, el gasto de energia, o la sensibilidad a la insulina.

Un “producto genético” es un producto biopolimérico que se expresa o se produce por un gen. Un producto genético
puede ser, por ejemplo, un ARN no empalmado, un ARNm, un ARNm de una variante de empalme, un polipéptido,
un polipéptido con modificacién postraduccional, un polipéptido de una variante de empalme, etc. Este término
también abarca los productos biopoliméricos que se hacen utilizando un producto genético de ARN como un molde
(es decir, ADNc del ARN). Un producto genético se puede hacer de una manera enzimatica, recombinante, quimica,
o dentro de una célula para la que sea natural el gen. En algunas realizaciones, si el producto genético es proteinico,
presenta una actividad biolégica. En algunas realizaciones, si el producto genético es un acido nucleico, se puede
traducir en un producto genético proteinico que presente una actividad biolégica.

“La modulacion de la actividad del FGF21", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un aumento o
a una disminucion en la actividad del FGF21 que puede ser un resultado de, por ejemplo, la interaccion de un agente
con un polinucleétido o polipéptido del FGF21, la inhibicion de la transcripciéon y/o traduccion del FGF21 (por
ejemplo, a través de la interaccion anti-sentido o del ARNSsi con el gen del FGF21 o la transcripcion del FGF21, a
través de la modulacién de los factores de transcripcién que faciliten la expresion del FGF21), y similares. Por
ejemplo, la modulacién de una actividad biolégica se refiere a un aumento o a una disminucién en una actividad
biolégica. La actividad del FGF21 se puede evaluar por medios que incluyen, sin limitacion, ensayar los niveles de
glucosa, insulina, triglicéridos o colesterol en sangre en un sujeto, evaluar los niveles del polipéptido del FGF21, o
mediante la evaluacion de los niveles de transcripcion del FGF21. También se pueden llevar a cabo comparaciones
de la actividad del FGF21 mediante, por ejemplo, la medicién de los niveles de un biomarcador de FGF21 aguas
abajo, y la medicion de los aumentos en la sefnalizacién del FGF21. La actividad del FGF21 también se puede
evaluar mediante la medicién de: la sefalizacion celular; la actividad de cinasa; la absorcion de glucosa en los
adipocitos; las fluctuaciones del nivel de insulina, triglicéridos o colesterol en sangre; los cambios en el nivel de
lipidos hepaticos o de triglicéridos hepaticos; las interacciones entre el FGF21 y un receptor del FGF21; o la
fosforilacion de un receptor del FGF21. En algunas realizaciones, la fosforilacién de un receptor del FGF21 puede
ser la fosforilacién de tirosina. En algunas realizaciones, la modulacion de la actividad del FGF21 puede provocar la
modulacion de un fenotipo relacionado con el FGF21.

También se pueden llevar a cabo comparaciones de la actividad del FGF21 mediante, por ejemplo, la medicion de
los niveles de un biomarcador de FGF21 aguas abajo, y la medicion de los aumentos en la sefalizacién del FGF21.
La actividad del FGF21 también se puede evaluar mediante la medicion de: la sefializacién celular; la actividad de
cinasa; la absorcion de glucosa en los adipocitos; las fluctuaciones del nivel de insulina, los triglicéridos o colesterol
en sangre; los cambios en el nivel de lipidos hepaticos o de triglicéridos hepaticos; las interacciones entre el FGF21
y un receptor (FGFR-1c, FGFR-2c, o FGFR-3c); o la fosforilacion de un receptor del FGF21. En algunas
realizaciones, la fosforilacion de un receptor del FGF21 puede ser la fosforilacion de tirosina. En algunas
realizaciones, la modulacion de la actividad del FGF21 puede provocar la modulacion de un fenotipo relacionado con
el FGF21.

Un “biomarcador de FGF21 aguas abajo", tal como se utiliza en el presente documento, es un gen o un producto
genético, o un indicio medible de un gen o de un producto génico. En algunas realizaciones, un gen o actividad que
es un marcador aguas abajo del FGF21 presenta un nivel de expresion alterado, o en un tejido vascular. En algunas
realizaciones, una actividad del marcador aguas abajo se altera en presencia de un modulador del FGF21. En
algunas realizaciones, los marcadores aguas abajo presentan niveles de expresion alterados cuando se altera el
FGF21 con un modulador del FGF21 de la presente invencion. Los marcadores de FGF21 aguas abajo incluyen, sin
limitacion, la absorcién de glucosa o de 2-desoxiglucosa, y niveles de pERK y otras proteinas fosforiladas o
acetiladas, o de NAD.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “regulacion positiva” se refiere a un aumento, activacion
o estimulacién de una actividad o cantidad. Por ejemplo, en el &mbito de la presente invencion, los moduladores del
FGF21 pueden aumentar la actividad de un receptor del FGF21. En una realizacion, uno o mas de FGFR-1c, FGFR-
2c, o FGFR-3c se pueden regular positivamente en respuesta a un modulador del FGF21. La regulacién positiva
también se puede referir a una actividad relacionada con el FGF21, tal como, por ejemplo, la capacidad para reducir
los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos, o colesterol en sangre; para reducir los niveles de lipidos o de
triglicéridos hepaticos; para reducir el peso corporal; para mejorar la tolerancia a la glucosa, el gasto de energia, o la
sensibilidad a la insulina; o para provocar la fosforilacién de un receptor del FGF21; o para aumentar un marcador
del FGF21 corriente abajo. El receptor del FGF21 puede ser uno o mas de FGFR-1c, FGFR-2c, o FGFR-3c. La
regulacion positiva puede ser de al menos el 25 %, de al menos el 50 %, de al menos el 75 %, de al menos el 100
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%, de al menos el 150 %, de al menos el 200 %, de al menos el 250 %, de al menos el 400 %, o de al menos el 500
%, en comparacion con un control.

Tal como se usa en el presente documento, el término "extremo N-terminal" se refiere a al menos los primeros 10
aminodcidos de una proteina.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones “dominio de N-terminal" y “region de N-terminal” se
utilizan indistintamente, y se refieren a un fragmento de una proteina que empieza en el primer aminoacido de la
proteina y termina en cualquier aminodcido en la mitad de N-terminal de la proteina. Por ejemplo, el dominio N-
terminal del FGF21 es desde el aminoacido 1 de la SEQ ID NO: 1 hasta cualquier aminodcido entre alrededor de los
aminodcidos 10 y 105 de la SEQ ID NO: 1.

Tal como se usa en el presente documento, el término “extremo C-terminal” se refiere a al menos los Ultimos 10
aminodcidos de una proteina.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos “dominio de C-terminal" y “region de C-terminal” se
utilizan indistintamente, y se refieren a un fragmento de una proteina que empieza en cualquier aminoacido en la
mitad de C-terminal de la proteina y termina en el Ultimo aminoacido de la proteina. Por ejemplo, el dominio C-
terminal del FGF21 empieza en cualquier aminoacido desde el aminoacido 105 hasta aproximadamente el
aminodcido 200 de la SEQ ID NO: 1 y termina en el aminoacido 209 de la SEQ ID NO: 1.

El término “dominio”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una parte estructural de una
biomolécula que contribuye a una funcién conocida o sospechada de la biomolécula. Los dominios pueden ser
coextensivos con regiones o porciones de los mismos, y también pueden incorporar una porciéon de una biomolécula
que es distinta de una regién particular, en adicién a toda o parte de esa region.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “dominio de sefial” (también denominado "secuencia sefial"
o "péptido sefal") se refiere a un dominio peptidico que reside en un estiramiento continuo de la secuencia de
aminoacidos en la regién N-terminal de una proteina precursora (con frecuencia una proteina enlazada a membrana
o secretada), y esta implicada en el transporte postraduccional de las proteinas. En muchos casos, el dominio sefal
se retira de la proteina de longitud completa mediante las peptidasas sefal especializadas después de que se ha
llevado a cabo el proceso de seleccién. Cada dominio senal especifica un destino particular en la célula para la
proteina precursora. El dominio sefial del FGF21 esté en los aminoécidos 1 a 28 de la SEQ ID NO: 1.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "dominio de enlace al receptor” se refiere a cualquier
porcién o regién de una proteina que esta en contacto con una proteina receptora enlazada a la membrana, dando
como resultado una respuesta celular, tal como un evento de sefalizacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “dominio de enlace de ligando” se refiere a cualquier
porcién o regi6bn de una proteina que conserva al menos una actividad cualitativa de enlace de una secuencia
natural correspondiente del FGF21.

El término “region” se refiere a una porcion fisicamente contigua de la estructura primaria de una biomolécula. En el
caso de las proteinas, una region se define por una porciéon contigua de la secuencia de aminoacidos de esa
proteina. En algunas realizaciones, una “region” se asocia con una funciéon de la biomolécula.

El término “fragmento”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una porcion fisicamente contigua
de la estructura primaria de una biomolécula. En el caso de las proteinas, una porciéon se define por una porcion
contigua de la secuencia de aminoacidos de esa proteina y se refiere a al menos 3 a 5 aminoacidos, a al menos 8 a
10 aminoacidos, a al menos 11 a 15 aminoécidos, a al menos 17 a 24 aminoéacidos, a al menos 25 a 30
aminoacidos, y a al menos 30 a 45 aminoacidos. En el caso de los oligonucleétidos, una porcién se define por una
porcién contigua de la secuencia de acido nucleico de ese oligonucledtido, y se refiere a al menos 9 a 15
nucleétidos, a al menos 18 a 30 nucledtidos, a al menos 33 a 45 nucledtidos, a al menos 48 a 72 nucleétidos, a al
menos 75 a 90 nucle6tidos, y a al menos 90 a 130 nucledtidos. En algunas realizaciones, las partes de las
biomoléculas tienen una actividad biolégica.

Un polipéptido de "secuencia natural" es uno que tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido
derivado de la naturaleza. Estos polipéptidos de secuencia natural se pueden aislar de la naturaleza o se pueden
producir por medios recombinantes o sintéticos. Por consiguiente, un polipéptido de secuencia natural puede tener la
secuencia de aminoacidos del polipéptido humano que se presenta de forma natural, de un polipéptido de murino, o
de un polipéptido a partir de cualquier otra especie de mamifero.

Tal como se utiliza en el presente documento, la frase “secuencia de nucleétidos homdloga”, o "secuencia de
aminoacidos homologa", o las variaciones de las mismas, se refiere a las secuencias caracterizadas por una
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homologia, al nivel de los nucleétidos o al nivel de los aminoacidos, de al menos un porcentaje especificado, y se
utiliza de manera intercambiable con “identidad de secuencia’. Las secuencias de nucle6tidos homologas incluyen
las secuencias que codifican las isoformas de proteinas. Estas isoformas se pueden expresar en diferentes tejidos
del mismo organismo como resultado de, por ejemplo, el empalme alternado del ARN. Como alternativa, las
isoformas pueden estar codificadas por diferentes genes. Las secuencias de nucleétidos homologas incluyen las
secuencias de nucleétidos que codifican una proteina de una especie diferente de la humana, incluyendo, pero sin
limitacion, mamiferos. Las secuencias de nucleétidos homodlogas también incluyen, pero sin limitacion, las
variaciones alélicas y mutaciones de origen natural de las secuencias de nucledtidos establecidas en el presente
documento. Las secuencias de aminoacidos homologas incluyen las secuencias de aminoacidos que contienen
sustituciones de aminoacidos conservativas y cuyos polipéptidos tienen el mismo enlace y/o actividad. El porcentaje
de homologia o de identidad se puede determinar mediante, por ejemplo, el programa Gap (Wisconsin Sequence
Analysis Package, Version 8, para UNIX, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison WI),
utilizando los valores predeterminados, el cual utiliza el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2,
482-489).

Tal como se usa en el presente documento, el término “mezclar’ se refiere al proceso de combinar uno 0 mas
compuestos, células, moléculas, y similares entre si en la misma area. Esto se puede llevar a cabo, por ejemplo, en
un tubo de ensayo, en una placa de Petri, 0 en cualquier recipiente que permita que se mezclen el uno o mas
compuestos, células, o moléculas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente purificado” se refiere a un compuesto (por
ejemplo, cualquiera de un polinucleétido o un polipéptido o un anticuerpo) que se remueve de su medio ambiente
natural, y es al menos el 60 % libre, al menos el 75 % libre, y al menos el 90 % libre de otros componentes con los
que se asocia de forma natural.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo para la administraciéon de un agente
terapéutico, tal como los anticuerpos o un polipéptido, genes, y otros agentes terapéuticos. El término se refiere a
cualquier vehiculo farmacéutico que no induzca por si mismo la produccion de anticuerpos dafinos para el individuo
que reciba la composicion, y el cual se pueda administrar sin una toxicidad indebida. Los vehiculos adecuados
pueden ser grandes macromoléculas que se metabolizan lentamente, tales como proteinas, polisacaridos, poliacidos
lacticos, poliacidos glicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, agregados de lipidos y
particulas de virus inactivos. Estos vehiculos son bien conocidos por los expertos en la materia. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables en las composiciones terapéuticas pueden incluir liquidos, tales como agua, suero,
glicerol y etanol. En estos vehiculos también puede haber sustancias auxiliares presentes, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias reguladoras del pH, y similares.

Mejoras en la estabilidad fisica de las proteinas de fusion de la invencion

Los enlaces disulfuro de origen natural, tales como los proporcionados por los restos de cisteina, en términos
generales aumentan la estabilidad termodindmica de las proteinas. Los ejemplos de éxito del aumento de la
estabilidad termodinamica, tal como se mide en el aumento de la temperatura de fusién, son multiples mutantes
enlazados con disulfuro de las enzimas de lisozima T4 (Matsumura y col., PNAS 86: 6562-6566 (1989)), y barnasa
(Johnson y col., J. Mol. Biol. 268: 198-208 (1997)). Un aspecto de la presente invencién es una mejora de la
estabilidad fisica del FGF21 en presencia de un conservante, lograda mediante la presencia de enlaces de disulfuro
dentro de las variantes, que limitan la flexibilidad del FGF21 de tipo silvestre, y de esta manera limitan el acceso del
conservante al nucleo hidrofébico de la proteina.

El segundo aspecto de la presente invencion, por consiguiente, proporciona variantes de FGF21 humano, o un
péptido biol6gicamente activo del mismo, engendrandose una mejor estabilidad farmacéutica mediante la
incorporacion de enlaces de disulfuro adicionales, por ejemplo, mediante la incorporacién o sustitucion de los restos
de cisteina en la proteina de FGF21 de tipo silvestre. Un experto en la materia reconocera que se podrian utilizar las
cisteinas naturales, cisteina 103 y cisteina 121, como loci para introducir un nuevo enlace disulfuro que pueda
impartir propiedades mejoradas, ademas de las realizaciones descritas en el presente documento.

Mejoras en las proteinas de fusion de la invencion sobre los comparadores de proteinas de tipo silvestre y
variantes de los mismos

Es bien sabido en la materia que un desafio significativo en el desarrollo de productos farmacéuticos de proteinas es
lidiar con las inestabilidades fisicas y quimicas de las proteinas. Esto es incluso méas evidente cuando se pretende
que una formulacién farmacéutica de proteina sea una formulacion inyectable para usos multiples que requiera de
una solucién concentrada y conservada estable, mientras que se mantenga un perfil de bioactividad favorable. La
caracterizacion biofisica del FGF21 de tipo silvestre en la bibliografia, establece que una soluciéon concentrada de
proteina (>5 miligramos/mililitro), cuando se expone a condiciones de tension, tales como alta temperatura o bajo
pH, lleva a una asociacion y acumulacion aceleradas (es decir, malas propiedades de estabilidad fisica y
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biofarmacéuticas). La exposicion de una solucién concentrada de proteina de FGF21 a conservantes farmacéuticos
(por ejemplo, m-cresol) también tuvo un impacto negativo sobre la estabilidad fisica.

Por lo tanto, una realizacién de la presente invencion es mejorar la estabilidad fisica de las soluciones concentradas,
mientras que se mantiene la estabilidad quimica y la potencia biolégica, en condiciones de formulacion tanto
fisiologicas como conservadas. Se piensa que la asociacion y acumulacién pueden ser resultado de las
interacciones hidréfobas, debido a que, en una concentracion dada de proteina, la temperatura y la fuerza i6nica
tienen un impacto considerable sobre la estabilidad fisica. Para la mayor parte, se dirigieron los restos de
aminoacidos no conservados, presumiblemente con la superficie expuesta. Se analiz6 el ambiente local de estos
restos, y para la mutagénesis se seleccionaron aquellos que no se consideraron estructuralmente importantes. Un
procedimiento para iniciar los cambios especificos es disminuir adicionalmente el pl de la proteina mediante la
introduccion de restos de acido glutamico ("exploraciéon de acido glutamico"). Se hipotetiza que la introduccién de
sustitutos cargados inhibiria la acumulacion hidrofébicamente mediada por medio de la repulsién entre cargas y
mejoraria potencialmente la compatibilidad del conservante. Ademas, una persona experta en la materia también
reconoceria que, con suficiente grado de mutagénesis, el pl se podria cambiar hasta un intervalo de pH basico
mediante la introduccion de una carga positiva con o sin una disminucidon concomitante en la carga negativa,
permitiendo, por lo tanto, la repulsion entre cargas.

Una dificultad adicional asociada a las aplicaciones terapéuticas del FGF21 de tipo silvestre como un producto
bioterapéutico, por ejemplo, es que su vida media es muy corta in vivo (del orden de 0,5 y 2 horas, respectivamente,
en el ratén y en el primate). Por consiguiente, existe una necesidad de desarrollar compuestos de seguimiento que
sean mas eficaces, ya sea a través de una potencia mas alta o bien de una vida media mas larga. Las proteinas de
fusién de la invencion se desarrollaron como una manera de lograr los efectos deseables del tratamiento con el
FGF21 en una formulacion con una potencia mas alta y con una vida media extendida.

Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, las proteinas de fusién de la invencion tienen vidas
medias de mas de dos semanas en el ratén, en comparacién con la vida media mucho mas corta del FGF21 de tipo
silvestre y la vida media de 17 horas de la proteina de fusion Fc-L(15)-FGF21 (L98R, P171G, A180E) de La
Publicacién Internacional del TCP N.2 WO10/129600. Las proteinas de fusién de la invencion también muestran una
mayor vida media y mejores propiedades farmacocinéticas en comparacion con el V76 PEGilado, tal como se
describe en el presente documento y en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.? 61/415,476, presentada el
19 de noviembre de 2010.

Adicionalmente, las proteinas de fusion de la variante Fc-FGF21 de la invencién en 1 miligramo por kilogramo (mpk)
son mas eficaces que el V76 en 5 miligramos por kilogramo (mpk) para reducir la glucosa, la insulina, el peso
corporal, y los lipidos en higado. En un estudio de tratamiento de 12 dias en ratones ob/ob, las proteinas de fusién
muestran el siguiente porcentaje de cambios en relaciéon con el vehiculo (todas las fusiones se administran a 1,0
miligramo/ kilogramo, y el V76 se administra a 5,0 miligramos/kilogramo):

Porcentaje de cambio de glucosa total (ABC) en relacion con el vehiculo: V76 es -42 %; V101 es -53 %, V103
es -46 %, y V188 es -42 %;

Porcentaje de cambio de insulina total en plasma en relacion con el vehiculo: V76 es -46 %; V101 es -82 %,
V103 es -69 %, y V188 es -59 %;

Porcentaje de cambio de peso corporal total en relacién con el vehiculo: V76 es -7 %; V101 es -12 %, V103 es
-12 %, y V188 es -11 %; y Porcentaje de cambio de lipidos totales en higado en relacién con el vehiculo: V76
es -30 %; V101 es -44 %, V103 es -50 %, y V188 es -51 %.

De una manera similar, los ensayos in vitro revelan las mismas 5 veces o mas potencia de las proteinas de fusién de
la invencién sobre el V76:

En el pERK en el ensayo de adipocitos humanos (CEso promedio + EEM), V76 es 21 £ 2 nM (n = 3); V101 es
1,0+£0,1nM (n=3),V103es1,3£0,2nM (n=3),yV188es 1,4 +0,4 nM (n = 3);

En el pERK en HEK293 con el ensayo de B-klotho humano (CEso promedio + EEM), V76 es 13 £ 4 nM (n = 5),
V101 es 0,60 £ 0,06 nM (n =5), V103es 0,9+ 0,3nM (n=5),y V188 es 0,4 +0,1 nM (n=3);y

En la absorcion de glucosa en el ensayo de adipocitos de ratén (CE50 promedio + EEM), V76 es 5+ 1 nM (n =
3), V101 es 0,60 + 0,06 nM (n = 3), V103 es 0,60 £ 0,07 nM (n = 3), y V188 es 0,48 + 0,14 nM (n = 3).

Aunque las realizaciones de la presente invencién se refieren a la estabilidad fisica y quimica en condiciones de una
formulacion farmacéutica fisiolégica y conservada, el mantenimiento de la potencia bioldgica de las proteinas de
fusién de la invencion en comparacién, por ejemplo, con el FGF21 de tipo silvestre, es también un factor de
consideracion importante. Por consiguiente, la potencia biolégica de las proteinas de la presente invencién se define
mediante la capacidad de las proteinas para afectar a la absorciéon de la glucosa y/o para disminuir los niveles de
glucosa en plasma, tal como se muestra en el presente documento en los ejemplos.
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Las proteinas de fusién de la invencién administradas de acuerdo con la presente invencién se pueden generar y/o
aislar mediante cualquier medio conocido en la materia. El procedimiento mas preferido para producir la variante es
mediante las metodologias de ADN recombinante, y son bien conocidas por los expertos en la materia. Estos
procedimientos se describen en Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc.).

En la materia ya se ha establecido que los fragmentos de péptidos de ciertos factores de crecimiento de fibroblastos
son biolégicamente activos. Véase, por ejemplo, Baird y col., Proc. Natl. Acad. Sci (EUA) 85: 2324-2328 (1988), y J.
Cell. Phys. Suppl. 5: 101-106 (1987). Por consiguiente, la seleccion de fragmentos o péptidos de la variante se basa
en criterios conocidos en la materia. Por ejemplo, se sabe que la dipeptidil-peptidasa IV (DPP-IV o DPP-4) es una
proteasa tipo serina implicada en la inactivacién de los neuropéptidos, péptidos endocrinos, y citocinas (Damme y
col., Chem. Immunol. 72: 42-56, (1999)). El extremo N-terminal del FGF21 (HisProllePro) contiene dos dipéptidos
que podrian ser potencialmente sustratos para la DPP-IV, dando como resultado un fragmento del FGF21 truncado
en el extremo N-terminal por 4 aminoacidos. De manera inesperada, se ha demostrado que este fragmento del
FGF21 de tipo silvestre conserva su actividad bioldgica, y las proteinas de la presente invencion truncadas en el
extremo N-terminal por estos 4 aminoacidos. La invencion también abarca polinucleétidos que codifican las variantes
anteriormente descritas que pueden estar en la forma de ARN o en la forma de ADN, cuyo ADN incluye ADNc, ADN
gendmico, y ADN sintético. EI ADN puede ser de doble cadena o de cadena simple. Las secuencias codificantes que
codifican las proteinas de la presente invencion pueden variar como resultado de la redundancia o degeneracioén del
codigo genético.

Los polinucleétidos que codifican las proteinas de fusion de la invencién pueden incluir los siguientes: la secuencia
codificante para la variante, la secuencia codificante para la variante y una secuencia codificante adicional, tal como
un polipéptido funcional, o una secuencia lider o secretora o una secuencia de proproteina; la secuencia codificante
para la variante y una secuencia no codificante, tal como una secuencia de intrones o no codificante 5' y/o 3' de la
secuencia codificante para la variante. Por lo tanto, el término "polinucleétido que codifica una variante" abarca un
polinucleétido que puede incluir no solamente la secuencia codificante para la variante sino también un
polinucleétido, que incluye una secuencia codificante y/o no codificante adicional.

Los polinucledtidos de la invencion se expresaran en los hospedadores después de que las secuencias se hayan
enlazado operativamente a (es decir, se hayan colocado para asegurar el funcionamiento de) una secuencia de
control de la expresion. Estos vectores de expresion tipicamente se pueden replicar en los organismos
hospedadores ya sea como episomas o bien como una parte integral del ADN cromosémico del hospedador.
Normalmente, los vectores de expresion contendran marcadores de seleccion, por ejemplo, tetraciclina, neomicina, y
reductasa de dihidrofolato, para permitir la deteccién de las células transformadas con las secuencias de ADN
deseadas. La variante de FGF21 se puede expresar en células de mamifero, de insectos, levadura, bacterianas u
otras células bajo el control de los promotores apropiados. También se pueden emplear sistemas de traduccion sin
células para producir estas proteinas utilizando ARN derivados a partir de las construcciones de ADN de la presente
invencion.

E. coli es un hospedador procariota Util en particular para la clonacion de los polinucle6tidos de la presente
invencion. Otros hospedadores microbianos adecuados para su uso incluyen Bacillus subtilus, Salmonela
typhimurium, y diversas especies de Serratia, Pseudomonas, Streptococcus, y Staphylococcus, aunque también se
pueden emplear otras como un asunto de eleccion. En estos hospedadores procariotas, también se pueden crear
vectores de expresion, los cuales tipicamente contendran secuencias de control de expresion compatibles con la
célula hospedadora (por ejemplo, un origen de replicacion). Ademas, puede haber cualquiera de un ndmero de
promotores bien conocidos presente, tales como el sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano
(Trp), un sistema promotor de beta-lactamasa, o un sistema promotor a partir de fagos lambda o T7. Los promotores
tipicamente controlaran la expresion, opcionalmente con una secuencia operadora, y tendran secuencias de sitio de
unién de ribosoma y similares, para iniciar y completar la transcripcion y traduccién.

Salvo que se observe de otra manera, las proteinas de la presente invencién expresadas en E. coli tienen una
secuencia de metionina introducida en el extremo N-terminal.

También se pueden utilizar otros microbios, tales como levaduras u hongos, para la expresion. Los ejemplos de los
hospedadores de levadura preferidos son Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
y Pichia angusta, teniendo los vectores adecuados secuencias de control de la expresion, tales como promotores,
incluyendo 3-fosfo-glicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, y un origen de replicaciéon, secuencias de
terminacion y similares, como se desee. Aspergillus niger, Trichoderma reesei; y Schizophyllum commune, son los
ejemplos de los hospedadores fungicos, aunque también se pueden emplear otros como un asunto de eleccion.

También se puede utilizar un cultivo de tejido-células de mamifero para expresar y producir los polipéptidos de la
presente invencion. En realidad se prefieren las células eucariéticas, debido a que se han desarrollado en la materia
un namero de lineas celulares hospedadoras adecuadas capaces de secretar las variantes intactas, e incluyen las
lineas celulares de CHO, diversas lineas celulares de COS, células de NSO, las lineas celulares de ovario de
hamster sirio (SHO), células Hela, o lineas celulares de rindbn embrionario humano (es decir, HEK293,
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HEK293EBNA).

Los vectores de expresion para estas células pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un
origen de replicacién, un promotor, un potenciador, y los sitios de informacién de procesamiento necesarios, tales
como sitios de unién de ribosoma, sitios de empalme de ARN, sitios de poliadenilacion, y secuencias terminadoras
de transcripcion. Las secuencias de control de la expresion preferidas son los promotores que derivan de SV40,
adenovirus, virus de papiloma bovino, citomegalovirus, virus de sarcoma de Rous, y similares. Los sitios de
poliadenilacién preferidos incluyen las secuencias que derivan de SV40 y la hormona de crecimiento bovina.

Los vectores que contienen las secuencias de polinucleétidos de interés (por ejemplo, las proteinas de fusion de la
invencion, y las secuencias de control de expresién) se pueden transferir a la célula hospedadora mediante los
procedimientos bien conocidos, los cuales varian dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo,
comunmente se utiliza la transfeccion con cloruro de calcio para las células procariéticas, mientras que se puede
utilizar el tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion para otros hospedadores celulares.

Se pueden emplear diversos procedimientos de purificacion de proteina y estos procedimientos se conocen en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-9 (1990), y Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, NY (1982). Las etapas de purificacion seleccionadas
dependeran, por ejemplo, de la naturaleza del proceso de produccion empleado para las proteinas de fusion de la
invencion.

Las proteinas de la invencién, por ejemplo, las proteinas de fusion de actividad doble de la invencién, se deben
formular y dosificar en una forma consistente con la buena practica médica, teniendo en cuenta la condicion clinica
del paciente, el sitio de suministro de las composiciones de proteina, el procedimiento de administracion, la pauta de
administracion, y otros factores conocidos por los médicos. La "cantidad terapéuticamente eficaz" de las proteinas
de fusion de la invencion, para los propésitos del presente documento, por consiguiente, se determina mediante
tales consideraciones.

Las composiciones farmacéuticas de las proteinas de la presente invencion se pueden administrar mediante
cualquier medio que logre el propésito generalmente pretendido: para tratar diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2,
obesidad, sindrome metabdlico, o a los pacientes criticamente enfermos. Los medios permisibles no limitantes de
administracion incluyen, por ejemplo, mediante inhalacion o supositorio o al tejido mucoso, tal como mediante lavado
al tejido vaginal, rectal, uretral, bucal y sublingual, por via oral, nasal, tépica, intranasal, intraperitoneal, parenteral,
intravenosa, intramuscular, intraesternal, mediante inyeccion intraarticular, intralinfatica, intersticial, intraarterial,
subcutanea, intrasinovial, transepitelial, y transdérmica. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
se administran mediante lavado, por via oral o interarterial. Otros procedimientos adecuados de introduccion también
pueden incluir dispositivos recargables o biodegradables, y dispositivos poliméricos de liberacion lenta o sostenida.
Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también se pueden administrar como parte de una
terapia de combinacion con otros agentes metabdlicos conocidos.

La dosificacion administrada dependera de la edad, de la salud, y del peso del receptor, de la clase de tratamiento
concurrente, en su caso, de la frecuencia del tratamiento, y de la naturaleza del efecto deseado. Las composiciones
dentro del ambito de la invencién incluyen todas las composiciones en donde esté presente una variante de FGF21
en una cantidad que sea eficaz para lograr el efecto médico deseado para el tratamiento de diabetes mellitus de tipo
1 o de tipo 2, de obesidad, o de sindrome metabdlico. Aunque las necesidades individuales pueden variar de un
paciente a otro, la determinacién de los intervalos éptimos de las cantidades eficaces de todos los componentes esta
dentro de la capacidad del médico experto en la materia.

Las proteinas de la presente invencion se pueden formular de acuerdo con los procedimientos conocidos para
preparar composiciones farmacéuticamente utiles. Una formulacion deseada seria una que sea un producto
liofilizado estable que se reconstituya con un diluyente apropiado o con una solucién acuosa de alta pureza con
vehiculos, conservantes, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales [Remington's
Pharmaceutical Sciences 162 Edicion (1980)]. Las proteinas de la presente invencion se pueden combinar con un
tampon farmacéuticamente aceptable, y el pH se ajusta para proporcionar una estabilidad aceptable, y un pH
aceptable para la administracion.

Para su administraciéon parenteral, en una realizacion, las proteinas de fusion de la invencién se formulan en
términos generales mediante la mezcla de una o mas de ellas en el grado de pureza deseado, en una forma de
dosificacién unitaria inyectable (solucidn, suspension, o emulsién), con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, es
decir, uno que no sea toxico para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas, y que sea
compatible con los otros ingredientes de la formulacion. Preferentemente, se pueden agregar uno o mas agentes
antimicrobianos farmacéuticamente aceptables. Los agentes antimicrobianos farmacéuticamente aceptables
preferidos son fenol, m-cresol, y alcohol bencilico.
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Opcionalmente, se pueden agregar una o mas sales farmacéuticamente aceptables para ajustar la concentracion
i6nica o la tonicidad. Se pueden agregar uno o mas excipientes para ajustar adicionalmente la isotonicidad de la
formulacion. Los ejemplos de un excipiente de ajuste de isotonicidad son glicerina, cloruro de sodio, y manitol.

Los expertos en la materia pueden optimizar facilmente las dosificaciones farmacéuticamente eficaces y los
regimenes de administracién para las composiciones terapéuticas que comprendan las proteinas de la invencién, tal
como se determine mediante la buena practica médica y la condicién clinica del paciente en particular. Un intervalo
de dosis tipico para las proteinas de la presente invencion estara en el intervalo de aproximadamente 0,01
miligramos al dia a aproximadamente 1.000 miligramos al dia (o de aproximadamente 0,05 miligramos por semana a
aproximadamente 5.000 miligramos por semana, administrados una vez por semana) para un adulto.
Preferentemente, la dosificacién esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 miligramos al dia a aproximadamente
100 miligramos al dia (o de aproximadamente 0,5 miligramos por semana a aproximadamente 500 miligramos por
semana, administrados una vez por semana), mas preferentemente de aproximadamente 1,0 miligramo al dia a
aproximadamente 10 miligramos al dia (o de aproximadamente 5 miligramos por semana a aproximadamente 50
miligramos por semana, administrados una vez por semana). Muy preferentemente, la dosificacién es de
aproximadamente 1 a 5 miligramos al dia (o de aproximadamente 5 miligramos por semana a aproximadamente 25
miligramos por semana, administrados una vez por semana). La dosis apropiada de una variante de FGF21
administrada dara como resultado la reduccion de los niveles de glucosa en sangre y el aumento del gasto de
energia mediante una utilizacion mas rapida y mas eficaz de la glucosa y, por consiguiente, es util para el
tratamiento de diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2, de obesidad, y de sindrome metabdlico.

Ademas, debido a que la hiperglucemia y la resistencia a la insulina son comunes en los pacientes criticamente
enfermos que reciban apoyo nutricional, algunas unidades de cuidados intensivos (UCI) administran insulina para
tratar la hiperglucemia excesiva en los pacientes criticamente enfermos que reciben asistencia. De hecho, los
estudios recientes documentan que el uso de insulina exégena para mantener la glucosa en sangre en un nivel no
mas alto que 110 miligramos por decilitro, redujo la patologia y la mortalidad entre los pacientes criticamente
enfermos en la unidad quirirgica de cuidados intensivos, independientemente de si tenian 0 no antecedentes de
diabetes (Van den Berghe y col., N Engl J Med., 345(19): 1359, (2001)). Por consiguiente, las proteinas de la
presente invencion son adecuadas de una manera Unica para ayudar a restaurar la estabilidad metabdlica en los
pacientes criticamente enfermos metabdlicamente inestables. Las proteinas de la invencién que contienen variantes
de FGF21, son Unicas porque estimulan la absorcién de la glucosa y potencian la sensibilidad a la insulina pero no
inducen hipoglucemia.

En otro aspecto de la presente invencion, se contemplan las proteinas de la invenciéon para su uso como un
medicamento para el tratamiento de obesidad, diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, pancreatitis, dislipidemia, enfermedad
de higado graso no alcohdlico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hiperglucemia, sindrome metabdlico, infarto de miocardio agudo,
afecciones asociadas con mutaciones inactivadoras severas en el receptor de insulina.

Mutantes de FGF21 especificos del sitio

Otras realizaciones de la invencién incluyen, pero sin limitacién, las siguientes uniones, para la extension de la vida
media: lipido de enlace a HSA o molécula pequefia o micelio, a la version monomérica o a una versiéon dimérica de
la fusion.

En ciertas realizaciones de la invencion, se pueden hacer otras uniones a las proteinas de la invencién, para lograr
la extension de la vida media y otras propiedades biolégicas mejoradas. Pueden incluir la unién de los conjugados
de PEG-colesterol (incluyendo micelios y liposomas) a las proteinas de la invencion, y/o la union de los azdcares
(glucosilacién) a las proteinas de la invencién. En otras realizaciones mas, se emplean técnicas similares para
anadir conjugados de, por ejemplo, polidcido sialico (PSA), almidén de hidroxietilo (HES), ligandos de enlace de
albumina, o protecciones de carbohidratos, a las proteinas.

La técnica de HESilacién, por ejemplo, acopla las cadenas de almidén de hidroxietilo (HES) ramificadas (de 60 kDa
o 100 kDa, fragmentos de amilopectina altamente ramificado a partir de almidén de maiz) con una proteina,
polipéptido y/o péptido, mediante alquilacién reductiva. La polisialaciéon conjuga las proteinas, los polipéptidos, y/o
los péptidos de interés con los polimeros de poliacido sidlico (PSA) de una manera similar a la PEGilacién. Los
polimeros de poliacido sialico (PSA) son polimeros no inmunogénicos negativamente cargados de origen natural en
el cuerpo y estan disponibles en los pesos moleculares de 10 a 50 kD.

En otras realizaciones méas de la invencién, se pueden hacer otras uniones o modificaciones a las proteinas de la
invencion, para lograr la extensién de la vida media y otras propiedades biol6gicas mejoradas. Estas incluyen la
creacién de grupos PEG recombinantes (rPEG), y su union a las proteinas de la invencién. Tal como se desarrolla
por la compafia Amunix, Inc., la tecnologia de rPEG se basa en secuencias de proteinas con propiedades de tipo
PEG que se fusionan genéticamente con productos biofarmacéuticos, eliminando la etapa adicional de la
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conjugacién quimica. Los rPEG son construcciones de exenatida de una vida media extendida que contienen una
cola no estructurada larga de aminoé&cidos hidrofilicos, y que son capaces tanto de aumentar la vida media en suero
de una proteina o de un péptido, como de hacer mas lenta su velocidad de absorcion, reduciendo significativamente
de esta manera la proporcién de cresta-valle. Los rPEG tienen un radio hidrodinamico aumentado, y muestran un
peso molecular aparente que es aproximadamente 15 veces su peso molecular real, imitando la manera en que la
PEGilacion logra una larga vida media en el suero.

Polipéptidos de FGF21 truncados

La presente invencion se refiere a las formas truncadas del polipéptido de FGF21 maduro (SEQ ID NO: 3), en donde
las secuencias son tal como se dan en la tabla de la reivindicacion 1. Esto surgi6 a partir de un esfuerzo por
identificar los polipéptidos de FGF21 truncados que fueran capaces de proporcionar una actividad que fuera similar
y, en algunos casos, superior a las formas no truncadas del polipéptido de FGF21 maduro.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido de FGF21 truncado” se refiere a un polipéptido
de FGF21 en donde se han removido restos de aminodcidos a partir del extremo amino-terminal (o N-terminal) del
polipéptido de FGF21, se han removido restos de aminoacidos a partir del extremo carboxilo-terminal (o C-terminal)
del polipéptido de FGF21, o se han removido restos de aminoacidos a partir de tanto el extremo amino-terminal
como del carboxilo-terminal del polipéptido de FGF21. Los diversos truncamientos que se dan a conocer en el
presente documento se prepararon tal como se describe en el presente documento.

La actividad de los polipéptidos de FGF21 truncados en N-terminal y de los polipéptidos de FGF21 truncados en C-
terminal se puede ensayar utilizando un ensayo de fosfo-ERK in vitro. Los detalles especificos de los ensayos in
vitro que se pueden utilizar para examinar la actividad de los polipéptidos de FGF21 truncados se pueden encontrar
en los ejemplos.

La actividad de los polipéptidos de FGF21 truncados de la presente invencién también se puede evaluar en un
ensayo in vivo, tal como en ratones ob/ob. En términos generales, para evaluar la actividad in vivo de un polipéptido
de FGF21 truncado, el polipéptido de FGF21 truncado se puede administrar a un animal de prueba por via
intraperitoneal. Después de un periodo de incubacion deseado (por ejemplo, un hora o mas), se puede extraer una
muestra de sangre, y se pueden medir los niveles de glucosa en sangre.

a. Truncamientos en N-terminal

Los polipéptidos de FGF21 truncados que tienen truncamientos en N-terminal de menos de 9 restos de aminoacidos
conservan la capacidad del polipéptido de FGF21 maduro para reducir la glucosa en sangre en un individuo. La
presente invencién abarca proteinas de fusién que comprenden las formas truncadas en N-terminal del polipéptido
de FGF21 maduro con las secuencias tal como se dan en la tabla 1 de la reivindicacion 1.

b. Truncamientos en C-terminal

Los polipéptidos de FGF21 truncados que tienen truncamientos en C-terminal de menos de 13 restos de
aminoacidos mostraron una eficacia de al menos el 50 % de la eficacia del FGF21 de tipo silvestre en un ensayo de
ELK-luciferasa in vitro (Yie J. y col., FEBS Letts 583: 19-24 (2009)), lo que indica que estos mutantes de FGF21
conservan la capacidad del polipéptido de FGF21 maduro para reducir la glucosa en sangre en un individuo.

c. Truncamientos en N-terminal y en C-terminal

Desvelados en el presente documento con fines ilustrativos, los polipéptidos de FGF21 truncados pueden tener una
combinacion de truncamientos en N-terminal y en C-terminal. Los polipéptidos de FGF21 truncados que tienen una
combinacion de truncamientos en N-terminal y en C-terminal comparten la actividad de los polipéptidos de FGF21
truncados correspondientes que tengan cualquiera de los truncamientos solo en N-terminal o en C-terminal. En otras
palabras, los polipéptidos de FGF21 truncados que tienen tanto los truncamientos en N-terminal de menos de 9
restos de aminoacidos como los truncamientos en C-terminal de menos de 13 restos de aminoacidos, poseen una
actividad reductora de la glucosa en sangre similar o mayor a la de los polipéptidos de FGF21 truncados que tienen
truncamientos en N-terminal de menos de 9 restos de aminoacidos o de los polipéptidos de FGF21 truncados que
tienen truncamientos en C-terminal de menos de 13 restos de aminodcidos.

Los polipéptidos de FGF21 truncados de la presente invencidon se pueden preparar tal como se describe en los
Ejemplos descritos en el presente documento. Los expertos en la materia, familiarizados con las técnicas habituales
de biologia molecular, pueden emplear ese conocimiento, junto con la presente divulgacién, para hacer y usar los
polipéptidos de FGF21 truncados de la presente invencion. Se pueden emplear las técnicas convencionales para
ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, cultivo de tejido, y transformacion (por ejemplo, electroporacion,
lipofeccion). Véase, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, citado anteriormente.
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Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se pueden llevar a cabo de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, tal como se llevan a cabo comunmente en la materia, o tal como se describen en el
presente documento. A menos que se proporcionen definiciones especificas, las nomenclaturas utilizadas en
relacién con, y los procedimientos de laboratorio y técnicas de, quimica analitica, quimica organica sintética, y
quimica medicinal y farmacéutica descritos en el presente documento, son bien conocidos y cominmente
empleados en la materia. Se pueden emplear las técnicas convencionales para las sintesis quimicas; los analisis
quimicos; la preparacioén, formulaciéon y suministro farmacéutico; y el tratamiento de los pacientes.

Los polipéptidos de la variante truncada de FGF21 de la presente invencién se fusionan con la regién Fc, tal como
se define en las secuencias de la tabla de la reivindicacién 1. Esta fusion se puede llevar a cabo empleando los
procedimientos bioldgicos moleculares conocidos y/o las directices proporcionadas en el presente documento. Los
beneficios de estos polipéptidos de fusién, asi como los procedimientos para la elaboracion de estos polipéptidos de
fusién, se describen con mayor detalle en el presente documento.

Proteinas de Fusion de FGF21

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “polipéptido de fusion de FGF21" o "proteina de fusion de
FGF21" se refiere a una fusién de uno o mas restos de aminodacidos (tal como una proteina o un péptido heterdlogo)
en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal de cualquier variante de proteina de FGF21 descrita en el
presente documento.

Las proteinas de fusién de FGF21 de acuerdo con la invencion se hacen mediante la fusién de secuencias
heterdlogas en el extremo N-terminal de una variante de proteina de FGF21, tal como se define en la tabla de la
reivindicacién 1.

a. Fusiones de Fc

En la presente invencién, una variante de la proteina de FGF21 se fusiona con un dominio de una region Fc de la
IgG humana. Los anticuerpos comprenden dos partes funcionalmente independientes, un dominio variable conocido
como “Fab", que se enlaza a un antigeno, y un dominio constante conocido como “Fc", que esta implicado en las
funciones efectoras, tales como la activacién del complemento y el ataque por parte de las células fagociticas. Un Fc
tiene una larga vida media en suero, mientras que un Fab es de vida corta (Capon y col., 1989, Nature 337: 525-31).
Cuando se une junto con una proteina terapéutica, un dominio Fc puede proporcionar una vida media mas larga, o
puede incorporar funciones tales como el enlace al receptor de Fc, el enlace de proteina A, la fijacion del
complemento, y tal vez incluso la transferencia placentaria (Capon y colaboradores, 1989).

A través de toda la divulgacion, Fc-FGF21 se refiere a una proteina de fusién en donde la secuencia de Fc se
fusiona con el extremo N-terminal del FGF21. De una manera similar, a través de toda la divulgacion, FGF21-Fc se
refiere a una proteina de fusion en donde la secuencia de Fc se fusiona con el extremo C-terminal del FGF21.

Las proteinas de fusion de la invencién son las proteinas de fusién de Fc-FGF21 que comprenden variantes de
FGF21, tal como se definen en la tabla de la reivindicacion 1.

La proteina de fusién de FGF21 se puede purificar, por ejemplo, mediante el uso de una columna de afinidad con
proteina A. Se ha descubierto que los péptidos y proteinas fusionados con una regién Fc presentan una vida media
in vivo sustancialmente mayor que la contraparte no fusionada. También, una fusién a una regién Fc permite la
dimerizacién/multimerizacién del polipéptido de fusion. La regiéon Fc puede ser una regién Fc de origen natural, o se
puede alterar para mejorar ciertas cualidades, tales como cualidades terapéuticas, tiempo de circulacion, o
aglomeracion reducida.

Las modificaciones Utiles de los agentes terapéuticos de proteina mediante su fusion con el dominio “Fc” de un
anticuerpo se describen con detalle en la Publicacion Internacional del TCP N.2 WO 00/024782. Este documento
describe el enlace a un “vehiculo”, tal como polietilenglicol (PEG), dextrano, o una regién Fc.

b. Enlazadores de Proteinas de Fusion

Cuando se forman las proteinas de fusion de la presente invencion, se emplea un enlazador. La estructura quimica
del enlazador puede no ser critica, debido a que sirve primordialmente como un separador. El enlazador se
compone de aminoacidos enlazados entre si mediante enlaces peptidicos. Los enlazadores empleados en la
presente invencion se dan en la tabla de la reivindicacion 1.
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Proteinas de fusion quimicamente modificadas

Las formas quimicamente modificadas de las proteinas de fusién descritas en el presente documento, que incluyen,
por ejemplo, las formas truncadas y variantes de las fusiones de FGF21 descritas en el presente documento, se
pueden preparar por un experto en la materia, dadas las divulgaciones descritas en el presente documento. Estas
proteinas de fusién quimicamente modificadas se alteran de tal manera que el mutante quimicamente modificado es
diferente del mutante no modificado, ya sea en el tipo o bien en la localizacién de las moléculas unidas de forma
natural al mutante. Los mutantes quimicamente modificados pueden incluir moléculas formadas mediante la
supresion de uno 0 mas grupos quimicos unidos de forma natural.

En una realizacion, las proteinas de la presente invencion se pueden modificar mediante la unién covalente de uno o
mas polimeros. Por ejemplo, el polimero seleccionado es tipicamente soluble en agua, de tal manera que la proteina
con la que esté unido no precipita en un ambiente acuoso, tal como un ambiente fisiolégico. Dentro del alcance de
los polimeros adecuados se incluye una mezcla de polimeros. Preferentemente, para el uso terapéutico de la
preparacion del producto final, el polimero sera farmacéuticamente aceptable. Los polimeros no solubles en agua
conjugados con las proteinas de la presente invencién también forman un aspecto de la invencién.

Los polimeros de ejemplo pueden ser cada uno de cualquier peso molecular y pueden estar ramificados o no
ramificados. Los polimeros tienen cada uno tipicamente un peso molecular promedio de entre aproximadamente 2
kDa y aproximadamente 100 kDa (indicando el término “aproximadamente” que en las preparaciones de un polimero
soluble en agua, algunas moléculas pesaran mas y algunas menos que el peso molecular mencionado). El peso
molecular promedio de cada polimero es preferentemente de entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50
kDa, mas preferentemente de entre aproximadamente 12 kDa y aproximadamente 40 kDa, y de manera muy
preferente, de entre aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa.

Los polimeros solubles en agua o mezclas de los mismos incluyen, pero sin limitacién, carbohidratos N-enlazados u
O-enlazados, azucares, fosfatos, polietilenglicol (PEG) (incluyendo las formas de PEG que se han utilizado para
derivar proteinas, incluyendo mono-(C1-C10), alcoxi-, o ariloxi-polietilenglicol), mono-metoxi-polietilenglicol, dextrano
(tal como dextrano de bajo peso molecular de, por ejemplo, aproximadamente 6 kDa), celulosa u otros polimeros
basados en carbohidratos, poli-(N-vinil-pirrolidona)-polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de
poliéxido de propileno/6xido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), y polialcohol vinilico. También
la presente invencion abarca las moléculas de reticulacion bifuncionales que se pueden utilizar para preparar los
multimeros de la variante de proteina de FGF21 unida covalentemente. La presente invencion también abarca los
mutantes de FGF21 unidos de manera covalente a poliacido sialico.

Los polimeros de polisacaridos son otro tipo de polimeros solubles en agua que se pueden utilizar para la
modificacién de proteinas. Por lo tanto, las proteinas de fusion de la invencion fusionadas con un polimero de
polisacarido forman las realizaciones de la presente invencion. Los dextranos son polimeros de polisacaridos
comprendidos por subunidades individuales de glucosa predominantemente enlazadas mediante enlaces de alfa 1-
6. El dextrano mismo esta disponible en muchos intervalos de peso molecular, y esta facilmente disponible en pesos
moleculares de aproximadamente 1 kD a aproximadamente 70 kD. El dextrano es un polimero soluble en agua
adecuado para su uso como un vehiculo por si mismo o en combinacion con otro vehiculo (por ejemplo, Fc). Véase,
por ejemplo, la Publicacion Internacional N.2 WO 96/11953. Se ha documentado el uso de dextrano conjugado con
inmunoglobulinas terapéuticas o de diagnéstico. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Patente Europea N.2 0 315
456. La presente invencion también abarca el uso de dextrano de aproximadamente 1 kD a aproximadamente 20
kD.

En general, la modificacion quimica se puede llevar a cabo en cualquier condicion adecuada utilizada para hacer
reaccionar una proteina con una molécula polimérica activada. Los procedimientos para la preparacion polipéptidos
quimicamente modificados comprenderan en términos generales las etapas de: (a) hacer reaccionar el polipéptido
con la molécula polimérica activada (tal como un derivado de éster o aldehido reactivo de la molécula polimérica), en
condiciones en donde una variante de proteina de FGF21 llega a unirse a una o mas moléculas poliméricas, y (b)
obtener los productos de la reaccion. Las condiciones de reaccién optimas se determinaran basandose en los
parametros conocidos y en el resultado deseado. Por ejemplo, cuanto mayor sea la proporcion de las moléculas
poliméricas a la proteina, mayor sera el porcentaje de moléculas poliméricas unidas. En otra realizacion de la
presente invencion, las proteinas de la invenciéon se pueden acoplar quimicamente a la biotina. La biotina/las
proteinas de la invencion, se dejan entonces enlazarse a la avidina, dando como resultado las
avidina/biotina/proteinas de la invencion trivalentes. Las proteinas de la invencién también se pueden acoplar
covalentemente a dinitro-fenol (DNP) o a trinitro-fenol (TNP), y los conjugados resultantes se precipitan con anti-
DNP o anti-TNP-IgM, para formar los conjugados decaméricos con una valencia de 10.

En términos generales, las afecciones que se pueden aliviar o modular mediante la administracion de los presentes
mutantes de FGF21 quimicamente modificados incluyen aquellas descritas en el presente documento para las
proteinas de la invencion. Sin embargo, los mutantes de FGF21 quimicamente modificados que se desvelan en el
presente documento, pueden tener actividades adicionales, una actividad biolégica mejorada o reducida, u otras
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caracteristicas, tales como un aumento o una disminucion de su vida media, comparandose con los mutantes de
FGF21 no modificados.

Composiciones terapéuticas de las proteinas de fusion y administracion de las mismas

La presente invencion también proporciona composiciones terapéuticas que comprenden una o mas de las proteinas
de fusion de la invencion descritas en la tabla de la reivindicaciéon 1 y en mezcla con un agente de formulacién
farmacéuticamente o fisiol6gicamente aceptable, o con un vehiculo farmacéuticamente aceptable seleccionado por
su idoneidad con el modo de administracion. Las composiciones se contemplan especificamente a la luz, por
ejemplo, de la identificacién de las proteinas de fusién que presentan propiedades mejoradas.

En algunas realizaciones, las composiciones terapéuticas se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o
suspensiones liquidas; también se pueden preparar formas sélidas adecuadas para su solucion en, 0 su suspension
en los vehiculos liquidos antes de su inyeccion. Los liposomas se incluyen dentro de la definicién de un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables también pueden estar presentes en la
composiciéon farmacéutica, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos,
sulfatos, y similares; y las sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos, y
similares. Se encuentra una discusién completa de los excipientes farmacéuticamente aceptables disponible en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (1995), Alfonso Gennaro, Lippincott, Williams & Wilkins.

Los materiales de formulacion aceptables preferentemente son no téxicos para los receptores en las dosificaciones y
concentraciones empleadas.

La composicién farmacéutica puede contener materiales de formulacion para modificar, mantener, o conservar, por
ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad,
la velocidad de disolucién o de liberacion, la adsorcion, o la penetracién de la composicién. Los materiales de
formulacion incluyen, pero sin limitacién, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina, o lisina),
antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido ascorbico, sulfito de sodio, o sulfito acido de sodio), reguladores
(tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos), agentes de volumen (tales
como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como acido etilen-diamina-tetra-acético (EDTA)), agentes
formadores de complejos (tales como cafeina, polivinil-pirrolidona, beta-ciclodextrina, o hidroxi-propil-beta-
ciclodextrina), rellenos, monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa, o
dextrinas), proteinas (tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas), agentes colorantes,
aromatizantes y diluyentes, agentes emulsionantes, polimeros hidrofilicos (tales como polivinil-pirrolidona),
polipéptidos de bajo peso molecular, contra-iones formadores de sales (tales como sodio), conservantes (tales como
cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, &cido sorbico, o peroxido de hidrégeno), disolventes (tales como glicerina, propilenglicol, o
polietilenglicol), alcoholes de azucar (tales como manitol o sorbitol), agentes de suspensién, tensoactivos o agentes
humectantes (tales como Pluronics; PEG; ésteres de sorbitan; polisorbatos (tales como polisorbato 20 é polisorbato
80; Triton; trometamina; lecitina; colesterol o tiloxapal), agentes mejoradores de la estabilidad (tales como sacarosa
o sorbitol), agentes mejoradores de la tonicidad (tales como haluros de metales alcalinos; de preferencia cloruro de
sodio o de potasio; o manitol o sorbitol), vehiculos de administracién, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes
farmacéuticos (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (182 Edicién, A. R. Gennaro, Editor, Mack
Publishing Company 1990), y las siguientes ediciones del mismo.

La composicion farmacéutica 6ptima se determinard por un experto dependiendo, por ejemplo, de la via de
administracion pretendida, del formato de suministro, y de la dosificacion deseada (véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, supra). Estas composiciones pueden tener influencia sobre el estado fisico, la estabilidad,
la velocidad de liberacion in vivo, y la velocidad de eliminacion in vivo de la proteina de fusién de la invencion.

El vehiculo o excipiente primario en una composicion farmacéutica puede ser o bien de naturaleza acuosa o no
acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado para inyeccion puede ser agua, solucion salina fisiolégica, o
liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en las composiciones
para su administracién parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina mezclada con albumina
de suero son vehiculos de ejemplo adicionales. Otras composiciones farmacéuticas de ejemplo comprenden tampo6n
Tris de aproximadamente un pH de 7,0 a 8,5, o tampdn de acetato de aproximadamente un pH de 4,0 a 5,5, el cual
puede incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado. En una realizacién de la presente invencién, las
composiciones farmacéuticas de doble funcion se pueden preparar para su almacenamiento mediante la mezcla de
la composicion seleccionada que tenga el grado de pureza deseado con agentes de formulacién opcionales
(Remington's Pharmaceutical Sciences, citado anteriormente), en la forma de un polvo liofilizado para suspension o
de una solucién acuosa. Ademas, el producto de la proteina de doble funcién se puede formular como un liofilizado
utilizando excipientes apropiados, tales como sacarosa.
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Las composiciones farmacéuticas que contienen las proteinas de fusion de la invencion se pueden seleccionar para
su administracion parenteral. Como alternativa, las composiciones se pueden seleccionar para su inhalacién o para
su administracion a través del tracto digestivo, tal como por via oral. La preparacion de estas composiciones
farmacéuticamente aceptables esta dentro de la experiencia de la técnica.

Los componentes de la formulacion estan presentes en concentraciones que son aceptables para el sitio de
administraciéon. Por ejemplo, los tampones se utilizan para mantener la composicién a un pH fisiolégico o a un pH
ligeramente mas bajo, tipicamente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en la presente
invencion pueden estar en la forma de una solucion acuosa sin pirégeno parenteralmente aceptable, la cual
comprende la proteina de doble funcidon deseada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo
particularmente adecuado para inyeccion parenteral es agua destilada estéril, en donde se formula una proteina de
doble funcion como una solucién isotonica estéril conservada de forma adecuada. Otra preparacién mas puede
implicar la formulaciéon de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bio-
erosionables, compuestos poliméricos (tales como poliacido lactico o poliacido glicélico), granulos, o liposomas, que
proporcionen la liberacién controlada o sostenida del producto, el cual entonces se puede suministrar mediante de
una inyeccion de deposito. También se puede utilizar &cido hialurénico, y esto puede tener el efecto de promover
una duracién sostenida en la circulacién. Otros medios adecuados para la introduccion de la molécula deseada
incluyen dispositivos de suministro de farmacos implantables.

En una realizacién, una composicion farmacéutica se puede formular para inhalacién. Por ejemplo, una proteina de
doble funcién de la invencién se puede formular como un polvo seco para inhalacién. Las soluciones para inhalaciéon
de la proteina de doble funciéon también se pueden formular con un propulsor para su suministro en aerosol. En otra
realizacién mas, las soluciones se pueden nebulizar. La administracion pulmonar se describe ademas en la
Publicacién Internacional N.2 WO 94/20069, la cual describe la administracion pulmonar de proteinas quimicamente
modificadas.

También se contempla que ciertas formulaciones se pueden administrar por via oral. En una realizacion de la
presente invencion, las proteinas de fusién de la invencién que se administran de esta forma, se pueden formular
con o sin los vehiculos utilizados habitualmente en la composicion de las formas de dosificacién sélidas, tales como
comprimidos y capsulas. Por ejemplo, una capsula se puede disefiar para liberar la porcion activa de la formulacion
en el punto del tracto gastrointestinal cuando se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza la degradacién
presistémica. Se pueden incluir agentes adicionales con el objeto de facilitar la absorcion de las proteinas de fusién
de la invencién. También se pueden emplear diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusién, aceites
vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes disgregantes de comprimidos y aglutinantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de las proteinas de fusion de la invencién en una
mezcla con excipientes no téxicos que sean adecuados para la elaboracién de comprimidos. Mediante la disolucion
de los comprimidos en agua estéril, o en otro vehiculo apropiado, las soluciones se pueden preparar en una forma
de dosis unitaria. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como carbonato
de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o agentes de enlace, tales como almidén,
gelatina, o acacia; o agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico, o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales que comprenden las proteinas de fusién de la invencion, seran
evidentes para los expertos en la materia, incluyendo las formulaciones que impliquen las proteinas de fusion de la
invencion en formulaciones de administracion sostenida o controlada. Las técnicas para la formulacién de una
variedad de otros medios de administracion sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposomas,
microparticulas bioerosionables, o granos porosos e inyecciones de depdsito, también son conocidos por los
expertos la materia (véase, por ejemplo, la Publicacién Internacional N.2 WO 93/15722, la cual describe la liberacién
controlada de microparticulas poliméricas porosas para la administracién de composiciones farmacéuticas, y
Wischke y Schwendeman, 2008, Int. J Pharm. 364: 298-327, y Freiberg y Zhu, 2004, Int. J Pharm. 282: 1-18, el cual
describe la preparacién y el uso de microesferas/microparticulas).

Los ejemplos adicionales de las preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices poliméricas
semipermeables en la forma de articulos configurados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Las matrices de
liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos (Patente de Estados Unidos N.2 3.773.919 y
la Patente Europea N.? 0 058 481), copolimeros de acido L-glutamico y gamma-L-glutamato de etilo (Sidman y col.,
1983, Biopolymers 22: 547-56), poli-( metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer y col., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:
167-277 y Langer, 1982, Chem. Tech. 12: 98-105), etileno / acetato de vinilo (Langer y col., citado anteriormente) o
acido poli-D-3-hidroxi-butirico (Patente Europea N.° 0 133 988). Las composiciones de liberacién sostenida también
pueden incluir liposomas, los cuales se pueden preparar mediante cualquiera de varios procedimientos conocidos en
la técnica. Véase, por ejemplo, Epstein y col., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 82: 3688-92; y las Patentes
Europeas N.2 0 036 676, 0 088 046, y 0 143 949.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencién para su uso en la administracién in vivo tipicamente deben ser
estériles. Esto se puede llevar a cabo mediante filtraciéon a través de membranas de filtracion estériles. Cuando se
liofiliza la composicién, se puede llevar a cabo la esterilizacion empleando este procedimiento ya sea antes o
después de la liofilizacion y reconstitucion. La composicion para su administracion parenteral se puede almacenar en
una forma liofilizada o en una solucién. Ademas, las composiciones parenterales en términos generales se colocan
en un recipiente que tenga una compuerta de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o frasco de solucion intravenosa
que tenga un tapdn que se pueda perforar mediante una aguja para inyeccion hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, se puede almacenar en frascos estériles como una
solucién, suspension, gel, emulsién, sélido, o como un polvo deshidratado o liofilizado. Estas formulaciones se
pueden almacenar ya sea en una forma lista para su uso o bien en una forma (por ejemplo, liofilizada) que requiera
de su reconstitucion antes de la administracion.

En una realizacion especifica, la presente invencion se refiere a kits para producir una unidad de administracion de
una sola dosis. Los kits pueden contener cada uno, tanto un primer recipiente que tenga una proteina seca, como un
segundo recipiente que tenga una formulacién acuosa. Dentro del alcance de esta invencion también se incluyen kits
que contengan jeringas previamente llenadas de una sola camara y de mdultiples camaras (por ejemplo, jeringas de
liquido y liojeringas).

Dosificaciones de las proteinas de fusion y administracion de las mismas

La cantidad eficaz de una composicion farmacéutica de la invencion que se deba emplear terapéuticamente
dependera, por ejemplo, del ambito terapéutico y de los objetivos. Un experto en la materia apreciard que los niveles
de dosificacion apropiados para el tratamiento, por lo tanto, variaran dependiendo, en parte, de la molécula
administrada, de la indicacién para la cual se esté utilizando la variante de proteina de fusién, de la via de
administracion, y del tamafio (peso corporal, superficie corporal, o tamafo del érgano) y la condicién (la edad y la
salud general) del paciente. De conformidad con lo anterior, el médico puede titular la dosificaciéon y modificar la via
de administracién para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosificacién tipica puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,1 microgramo/kilogramo a aproximadamente 100 miligramos/kilogramo o més, dependiendo de
los factores mencionados anteriormente. En otras realizaciones, la dosificacion puede estar en el intervalo de 0,1
microgramo/kilogramo a aproximadamente 100 miligramos/kilogramo; o de 1 microgramo/ kilogramo a
aproximadamente 100 miligramos/kilogramo.

La frecuencia de dosificacién dependera de los parametros farmacocinéticos de la proteina de doble funcién en la
formulacion que se esté utilizando. Tipicamente, un médico administrara la composicion hasta que se alcance una
dosificacién que logre el efecto deseado. La composicidn, por lo tanto, se puede administrar como una sola dosis,
como dos 0 mas dosis (las cuales pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) a través del
tiempo, o como una infusién continua por medio de un dispositivo de implantacién o de un catéter. El refinamiento
adicional de la dosificacion apropiada se hace habitualmente por los expertos en la materia, y esté dentro del ambito
de las tareas que realizan habitualmente. Las dosificaciones apropiadas pueden ser aseveradas a través del uso de
los datos de respuesta a la dosis apropiados.

La via de administracion de la composicién farmacéutica esta de acuerdo con los procedimientos conocidos, por
ejemplo, por via oral; a través de inyeccion mediante la via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral
(intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscular, intraarterial, intraportal, o intralesional; mediante sistemas
de liberacion sostenida (los cuales también se pueden inyectar); o mediante dispositivos de implantacion. Cuando se
desee, las composiciones se pueden administrar mediante inyeccion de bolo o de forma continua mediante infusion,
o bien mediante un dispositivo de implantacion.

Como alternativa o adicionalmente, la composicién se puede administrar localmente por medio de la implantacion de
una membrana, esponja, u otro material apropiado sobre el cual se haya absorbido o encapsulado la molécula
deseada. Cuando se utiliza un dispositivo de implantacién, el dispositivo se puede implantar en cualquier tejido u
6rgano adecuado, y la administracién de la molécula deseada puede ser por medio de difusidn, bolo de liberacién
temporizada, o0 mediante administracién continua.

Usos terapéuticos de las proteinas de fusion

Las proteinas de la invencion se pueden utilizar para tratar, diagnosticar, mitigar, o prevenir un nimero de
enfermedades, trastornos, o afecciones, que incluyen, pero sin limitacidén, trastornos metabdlicos. En una
realizacién, el trastorno metabdlico que se va a tratar es diabetes, por ejemplo, diabetes mellitus de tipo 2. En otra
realizacién, el trastorno metabdlico es obesidad. Otras realizaciones incluyen las afecciones o trastornos
metabdlicos, tales como diabetes mellitus de tipo 1, pancreatitis, dislipidemia, enfermedad de higado graso no
alcoholico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohélica (NASH), resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a
la glucosa, hiperglicemia, sindrome metabolico, hipertension, enfermedad cardiovascular, infarto de miocardio
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agudo, ateroesclerosis, enfermedad de arterias periféricas, ictus, insuficiencia cardiaca, enfermedad cardiaca
coronaria, enfermedad renal, complicaciones diabéticas, neuropatia, los trastornos asociados con mutaciones
inactivadoras severas en el receptor de insulina y gastroparesis.

En la practica, un trastorno o afeccién tal como diabetes mellitus de tipo 1 o de tipo 2 u obesidad, se puede tratar
mediante la administracién de una variante de proteina de FGF21 tal como se describe en el presente documento, a
un paciente que lo necesite, en la cantidad de una dosis terapéuticamente eficaz. La administracion se puede llevar
a cabo tal como se describe en el presente documento, tal como mediante inyeccion intravenosa (1V), inyeccion
intraperitoneal, inyeccion intramuscular, u oralmente en la forma de una tableta o con formacion de liquido. En la
mayoria de las situaciones, una dosificacion deseada se puede determinar por un médico, tal como se describe en el
presente documento, y puede representar una dosis terapéuticamente eficaz del mutante del polipéptido de FGF21.
Sera evidente para los expertos en la materia que una dosis terapéuticamente eficaz del mutante del polipéptido de
FGF21 dependerd, entre otras cosas, de la pauta de administracion, de la dosis unitaria de antigeno administrada,
de si la molécula de acido nucleico o de polipéptido se administra en combinacién con otros agentes terapéuticos,
del estado inmunolégico y de la salud del receptor. El término “dosis terapéuticamente eficaz", tal como se utiliza en
el presente documento, significa la cantidad del mutante del polipéptido de FGF21 que provoque la respuesta
biol6gica o medicinal en un sistema de tejidos, en un animal, o en un ser humano, que sea la buscada por un
investigador, doctor, practicante, u otro médico, la cual incluye el alivio de los sintomas de la enfermedad o del
trastorno que se esté tratando.

Habiendo descrito la presente invencion en detalle, la misma se entenderd més claramente haciendo referencia a los
siguientes ejemplos, los cuales se incluyen en el presente documento para solo con fines ilustrativos, y no se
pretende que sean limitantes de la invencién.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indiqgue de otra manera, los procedimientos
convencionales de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la experiencia de
la técnica. Estas técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 Edicién (Easton, Pensilvania: Mack Publishing Company, 1990); Methods In
Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan, Editores, Academic Press, Inc.); y Handbook of Experimental Immunology,
Volumenes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, Editores, 1986, Blackwell Scientific Publications); y Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Segunda Edicién, 1989).

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de Proteinas Variantes de FGF21

Construccion de expresion para FGF21 V76: Las variantes de FGF21 se clonaron en el vector de expresion de
E.coli modificado pET30a, descrito por Achmuller y col. (2007) (Nature Methods 4: 1037-1043), para generar
fusiones en marco a un marcador de hexa-histidina, seguido por el marcador NP©-EDDIE en el extremo N-terminal
del FGF21 (aminoacidos 33-209).

Expresion y purificacion de FGF21 V76: El plasmido de expresiéon pET30a-His-NP-EDDIE-FGF21 se transformé
en células competentes de E. coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen). Durante la noche se llevé a cabo el cultivo a partir de
una sola colonia de células recién transformadas en 50 mililitros de Terrific Broth (TB) que contenia 50 ug/ml de
canamicina a 37 °C. El precultivo se transfirié a 1 litro del medio TB con canamicina, y se cultivd en matraces
difusores a 37 °C con agitacion a 250 revoluciones por minuto. Después de 6 horas de cultivo, se indujo la expresion
del FGF21 mediante la adiciéon de IPTG en una concentracion final de 1 mM, y los cultivos se dejaron crecer durante
la noche a 37 °C. Las células después se recolectaron y se volvieron a suspender en 50 ml de tampon de lisis
helado; Tris-HCI 50 mM, a pH 8, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, seguido por lisis utilizando un Microfluidizer™.

Los cuerpos de inclusion (IB) se precipitaron mediante centrifugacion a 30.000 x g durante 1 hora a 4 °C. Los
cuerpos de inclusién (IB) se lavaron con Tris-HCI 50 mM, a pH 8, NaCl 150 mM y después se disolvieron en 30 ml
de tampon de disolucién; Tris-HCI 10 mM, a pH 8, NaH2PO4 100 mM, GnHCI 6 M. Los cuerpos de inclusion (IB)
disueltos se aclararon mediante centrifugacién a 30.000 x g durante 1 hora a 25 °C. La solucién de cuerpos de
inclusién (IB) se carg6 sobre una columna de 5 ml de resina de alto rendimiento de Ni-NTA (GE Healthcare)
equilibrada con el tampo6n de disolucidn. Las proteinas enlazadas a la resina se eluyeron mediante la disminucién
del pH hasta 4,5. El eluato se acondicion6 mediante el ajuste del pH y la adicién de ditioeritritol (DTT), en una
concentracién de 20 mM. El eluato acondicionado se diluy6 lentamente en 1 litro de tampdn de repliegue; Tris-HCI
50 mM, a pH 8, arginina 0,5 M, DTT 20 mM, seguido por incubacion durante 2 dias a 4 °C. La muestra diluida se
concentrd y se le intercambi6 el tampo6n en Tris-HCI 20 mM, a pH 9 utilizando un procedimiento de ultrafiltracion. La
muestra concentrada se cargd sobre una columna de 10 ml de resina de flujo rapido Q Sepharose (GE Healthcare)
equilibrada con Tri-HCI 20 mM (pH 9).
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Después de lavar la resina con el tamp6n de calibracién, las proteinas enlazadas a la resina se eluyeron con Tris-
HCI 20 mM, a pH 9, NaCl 500 mM. Para remover el fragmento de fusién de His-NP™ disociado y cualquier proteina
de fusién no disociada a partir de la proteina FGF21 replegada, el eluato se cargd sobre una columna de 5 ml de
resina de alto rendimiento Ni-NTA calibrada con Tris 20 mM, a pH 8.0, imidazol 50 mM, y se recolect6 la fraccion de
flujo atravesado que contenia FGF21. Para reducir los niveles de endotoxina, la fraccion FGF21 se tratd con una
resina EndoTrap HD (Hyglos) calibrada con Tris 10 mM, a pH 8, imidazol 50 mM, NaCl 500 mM, CaCl2 1 mM. La
muestra baja en endotoxina se dializé contra solucién saliina tamponada con fosfato (PBS), y después se esterilizd
con un filtro de 0,22 ym. La proteina de FGF21 purificada se congel6 instantdneamente en nitrégeno liquido, y se
almaceno a -80 °C. La concentracion de proteina se determind mediante absorbancia a 280 nm utilizando 9362 M-
cm™ como el coeficiente de extincion molar para el FGF21. La pureza y la integridad de la proteina se determinaron
mediante HPLC, SDS-PAGE y cromatografia de liquidos-espectrometria de masas.

PEGilacion de cisteina de las variantes de FGF21: La variante V76 de FGF21 (R154C) tiene tendencia a
dimerizarse por medio de la cisteina disefiada; por lo tanto, antes de la PEGilacién, la soluciéon de proteina
(tipicamente 5 mg/ml en tampén Tris) se redujo suavemente con mercapto-etil-amina 5 mM durante 30 minutos
sobre hielo, e inmediatamente se desaliniz6 en Tris 20 mM, a pH 7. La proteina recién reducida (tipicamente 3
mg/ml) se PEGil6 luego inmediatamente con 1,5 equivalentes de reactivo de maleimido-PEG ramificado de 40 kDa
(NOF, n.? de cat. GL2-400MA de la serie Sunbright) durante 3 horas sobre hielo. La proteina PEGilada finalmente se
purificé6 mediante cromatografia de intercambio de aniones (MonoQ) con rendimientos globales de aproximadamente
el 25 %.

Construcciones de expresion para las variantes de la fusion de Fc-FGF21: Los ADNc para las variantes del
FGF21 humano que codificaban los aminoacidos 33-209, se clonaron en un vector de expresion de mamifero aguas
abajo del promotor de citomegalovirus (CMV) en marco, con las secuencias de N-terminal, incluyendo un péptido
lider (cadena kappa de inmunoglobulina) para dirigir la secrecién de las proteinas, seguido por un dominio Fc y un
enlazador corto.

Expresion y purificacion de las variantes de Fc-FGF21: Las proteinas variantes de Fc-FGF21 se expresaron en
células HEK293T (American Type Culture Collection). Las células se cultivaron en un cultivo en suspensién a 37 °C,
con CO2 al 8 %, en el medio de expresion Freestyle 293 (Invitrogen, n.? de cat. 12338-018) hasta el dia de la
transfeccion. Las células se centrifugaron a 1000 xg durante 7 minutos en un rotor de cubeta oscilatorio, y se
contaron utilizando un contador de células automatizado. Las células se diluyeron en 900 ml del medio Freestyle 293
hasta una concentracion final de 1,4 x 108 células/ml, y se colocaron en un matraz sin pantallas de 3 | (Corning, n.2
de cat. 431252). Las células se transfectaron utilizando una mezcla de polietilenimina (PEIl) y el plasmido tal como
sigue. Se agregaron 3 ml de un suministro estéril de 1 mg/ml de polietilenimina (PEI) lineal, peso molecular de
25.000 (Alfa Aesar, n.® de cat. 43896), a 50 ml del medio Freestyle 293, se mezclaron suavemente, y se incubaron a
25°C durante 5 minutos. Al mismo tiempo, se agregd 1 mg de plasmido libre de endotoxina a 50 ml del medio
Freestyle 293, y se esterilizd por filtraciéon utilizando un filtro de 0,22 um. La mezcla de polietilenimina (PEI) se
agregd entonces al ADN filtrado estéril, se mezcl6 suavemente, y se dejo incubar a 25 °C durante 10 minutos. La
mezcla de polietilenimina (PEl)-plasmido se agregd entonces al matraz de 3 | que contenia las células HEK 293T
diluidas, y se colocd en una incubadora agitandose a 125 rpm, a 37 °C, con CO2 al 8 %.

En el dia 6 después de la transfeccion, las células se centrifugaron a 2000 xg durante 10 minutos, y se recolecto el
sobrenadante. El sobrenadante se aclaré adicionalmente mediante filtracion a través de un filiro de 0,8/0,2 ym (Pall
Corporation, n.® de cat. 4628).

Se hizo la purificacion por lotes de la proteina de FGF21 mediante la adicién de 1 ml de Proteina A Recombinante-
Sepharose Fast Flow (GE, n.® de cat. 17-5138-03), por 20 mg de la proteina esperada para purificarse, directamente
al sobrenadante aclarado, e incubando durante 1 hora a 4 °C con rotaciéon suave. La mezcla del sobrenadante se
vertié6 entonces sobre una columna de cromatografia Poly-Prep desechable (Bio-Rad, n.® de cat. 731-1550), y se
desechd el flujo atravesado. Los granulos retenidos se lavaron con 5 volimenes de la columna de DPBS, a pH 7,4
(Invitrogen, n.2 de cat. 14190-144). La eluciéon de la proteina a partir de los granulos de proteina A se hizo mediante
la adicion de 20 volumenes de la columna de tampdn de citrato de sodio 50 mM, a pH 3,0. El tampdn de elucion se
neutralizd6 mediante la adicién del tampén de Tris-HCI al 20 %, a pH 9,0. Se llevé a cabo la cromatografia por
exclusién de tamanos como un paso de pulido secundario, pasando el material purificado por lotes de Proteina A
sobre una columna High Load 26/600 Superdex de 200 pg (GE, n.® de cat. 28-9893-36). El rendimiento de la
proteina purificada se cuantificé por A280. Se ejecut6 el SDS-Page para verificar la pureza y el peso molecular. El
nivel de endotoxina se cuantificé utilizando el sistema Endosafe PTS (Charles River Labs).

Ejemplo 2: Medicion de la absorcion de 2-desoxiglucosa (2-DOG) dependiente del FGF21

Se ha demostrado que el FGF21 estimula la absorcién de glucosa en los adipocitos 3T3-L1 de ratdn en la presencia
y en ausencia de insulina, y disminuye los niveles de glucosa, triglicéridos, y glucagon en sangre con alimento y en
ayunas, en los ratones ob/ob y db/db y en ratas ZDF de 8 semanas de vida, de una manera dependiente de la dosis,
proporcionando, por lo tanto, la base para el uso del FGF21 como una terapia para el tratamiento de diabetes y
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obesidad (véase, por ejemplo, la Publicacién de Patente N.2 WO03/011213, y Kharitonenkov y col. (2005) Jour. of
Clinical Invest. 1 15: 1627-1635). También, se observé que el FGF21 estimula la fosforilacion de tirosina de FGFR-1
y FGFR-2 en los adipocitos 3T3-L1.

Los fibroblastos 3T3-L1 se adquirieron en ATCC (n.2 de cat. CL173). Las células se cultivaron hasta la confluencia
en una placa de Petri de 150 cm, y se mantuvieron en DMEM con un alto contenido de glucosa (Invitrogen, n.? de
cat. 11995065) suplementado con suero bovino fetal al 10 % y penicilina-estreptomicina al 1 % durante 4 dias
adicionales. Las células entonces se diferenciaron en el medio anterior suplementado con 4 pg/ml de insulina
(Sigma, n.2 de cat. 1-5500), 115 pg/ml de IBMX (Sigma, n.® de cat. #15879), y 0,0975 g/ml de dexametasona (Sigma,
n.? de cat. D1756) durante 3 dias, después de lo cual, el medio de diferenciacion se reemplazé con DMEM completo.
Una placa de adipocitos 3T3-L1 diferenciados se sembrd en cuatro placas de 96 pocillos el dia después de que se
reemplazé el medio.

Los adipocitos se trataron después con el FGF21 de tipo silvestre y con la proteina variante de FGF21 (véase la
Tabla 2 para conocer la lista de variantes; el intervalo de concentracion tipico utilizado es de 30 pM a 100 nM)
durante la noche en medio completo. Los adipocitos tratados con las muestras de FGF21 se agotaron de suero en
50 pl por pozo de tampon KRH (NaCl al 0,75 %; KCI al 0,038 %; CaClz al 0,0196 %; MgSOQOas al 0,032 %; HEPES
0,025 M, a pH 7,5; albumina de suero bovino (BSA) al 0,5 %; piruvato de sodio 2 mM) durante 2 horas. A los pocillos
de referencia se les agreg6 1 ul (concentracién final de 5 g/ml) de citocalasina B durante 15 minutos. El [3H]-2-DOG
(20,6 mCi/milimol, 1 mCi/ml) se diluy6 a 1:20 en 2-DOG 5,1 mM frio, y se agreg6 1 yl de 2-DOG diluido por pocillo, y
las células se incubaron durante 5 minutos. Las células se lavaron con 100 pl/pocillo de tampon KRH tres veces. Se
agregaron 40 pl/pocillo de SDS al 1 % a las células, y las células se agitaron durante al menos 10 minutos. Se
agregaron 200 pl/pocillo de fluido de centelleo, y las placas se agitaron durante la noche, y se leyeron en un lector
de microplacas-beta. Los valores obtenidos a partir de una columna/fila entera, la cual se traté con citocalasina B, se
promediaron y se sustrajeron de todos los demas valores. Los datos se analizaron mediante el programa informatico
GraphPad Prism, cuyos resultados se resumen en la Tabla 2. Las variantes V101, V103 y V188 de la fusién de Fc-
FGF21 son superiores a la variante V76 de FGF21 PEGilada para la induccion de la absorciéon de 2-desoxi-glucosa
por parte de los adipocitos 3T3L1 de raton.

Ejemplo 3: Ensayo In Cell Western (ICW) de pERK

Las células HEK293 transfectadas de forma estable con B-klotho humano se cultivaron en DMEM alto en glucosa,
suero bovino fetal (FBS) al 10 %, PS al 1 %, y 600 ng/ml de G418, y se sembraron en placas de 96 pocillos
recubiertas con poli-D-lisina (BD Bioscience, n.? de cat. 356640) a 30.000 células por pocillo durante la noche. Las
células se agotaron de suero en DMEM alto en glucosa, albumina de suero bovino (BSA) al 0,5 %, y HEPES 10 mM
durante 4 horas. El FGF21 de tipo silvestre y las variantes de FGF21 (véase la Tabla 3 para conocer una lista de las
variantes) se diluyeron hasta diversas concentraciones (el intervalo de concentracion tipico utilizado es de 100 pM a
300 nM) en el medio de agotamiento. Las células se estimularon con el FGF21 durante 10 minutos. Tras la
estimulacién con el FGF21 o con la variante de proteina de FGF21, el medio se aspird de los pocillos, y las células
se lavaron una vez con 100 pl de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) fria, y después se fijaron con 100 pl
de formaldehido al 4 % durante 15 minutos a temperatura ambiente, y seguidos por una incubacion adicional
durante 10 minutos con 100 pyl de metanol helado.

Después de la fijacion, las células se lavaron con Triton X-100 al 0,3 % en solucion salina tamponada con fosfato
cuatro veces, durante 5 minutos cada una. Se afadieron 150 pl de tampén de bloqueo Odyssey a las células
permeabilizadas a temperatura ambiente durante 1,5 horas. El anticuerpo de Fosfo-ERK (pERK) se diluy6 hasta una
concentracién de 0,17 pg/ml (dilucién a 1:200, o las diluciones indicadas), y el anticuerpo ERK-total (tERK) se diluy6
hasta una concentracion de 2,2 pg/ml (dilucion a 1:200, o las diluciones indicadas) en tampdn de bloqueo Odyssey.
Se agregaron 50 ul a cada pocillo, omitiendo una columna que solamente se traté con el anticuerpo secundario para
normalizar el fondo. La placa se cubrié con la toalla de papel hiumeda y la tapa para prevenir la evaporacion, y
entonces se incubd a 4 °C durante la noche.

Después, el anticuerpo primario se aspiro, y las células se lavaron cuatro veces con Tween 20 al 0,3 % en solucién
salina tamponada con fosfato durante 5 minutos cada una. Durante el lavado, se prepar6 la mezcla de reaccion del
anticuerpo secundario en el tampon de bloqueo Odyssey que contiene Alexa 680 de cabra anti-ratén diluido a
1:1.000 (o a las diluciones indicadas), y anticuerpo de cabra anti-conejo IRDye800 diluido a 1:1.000 (o a las
diluciones indicadas). Una vez que se completé el lavado, se agregaron 40 pl de la mezcla de reaccién a cada
pocillo. Las placas se cubrieron con una tapa negra para proteger al anticuerpo secundario de la luz, y las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora sobre un agitador. Finalmente, las células se lavaron nuevamente
cuatro veces con Tween 20 al 0,3 % en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 5 minutos cada una, y
entonces se escanearon en el Sistema de Imagenes Infrarrojas LI-COR Bioscience Odyssey (Li-Cor Biosciences,
Lincoln, NE) en los canales de 700 nm (rojo), y de 800 nm (verde). El Alexa 680 tifié el tERK con fluorescencia muy
roja (longitud de onda de emisién de 668 nm), mientras que el IRDye800 tiid el pERK con fluorescencia verde
(longitud de onda de emisidon de 800 nm). Para eliminar el fondo fluorescente, los valores obtenidos a partir de una
columna/fila entera, la cual se traté con solamente el anticuerpo secundario, se promediaron y se sustrajeron a partir
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de todos los demés valores obtenidos a partir de la placa. Para la normalizacion de la cantidad de pERK presente en
cada muestra, los valores para pERK en cada pozo se dividieron entre los valores de tERK. Los datos se analizaron
mediante el programa informatico GraphPad Prism, cuyos resultados se resumen en la Tabla 2. Las variantes V101,
V103 y V188 de la fusién de Fc-FGF21 son superiores a la variante V76 de FGF21 PEGilada en este ensayo de
fosforilacion de ERK.

Tabla 2: Compendio de los resultados del ensayo In Cell Western de ERK y de absorcion de glucosa de
adipocitos 3T3L1 de raton

. ERK < S
ID de Variante p Absorcién de Glucosa (Adipocitos
de FGF21 (HEK293/8-klatho Mimano) CEs + 3T3L1 de Ratén) CEso + EEM
V76 13+4nM (n=5) 5+1nM(n=23)
V101 0,60 + 0,06 nM (n =5) 0,60 + 0,06 nM (n = 3)
V103 0,9+0,3nM (n=5) 0,60 + 0,07 nM (n = 3)
V188 0,4+0,1nM(n=3) 0,48 + 0,14 nM (n = 3)

Ejemplo 4: Pruebas In Vivo de las Variantes de FGF21

El raton ob/ob es un modelo de ratdén para diabetes de tipo 2. Los ratones carecen de leptina funcional y se
caracterizan por hiperglucemia, resistencia a la insulina, hiperfagia, esteatosis hepatica, y obesidad. Se utilizaron
ratones ob/ob machos (de 10 a 13 semanas de vida), para medir el efecto sobre la glucosa en sangre de la siguiente
variante V76 de FGF21 PEGilada y las variantes V101, V103 y V188 de la fusion de Fc-FGF21.

Las variantes de FGF21 o el vehiculo de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) se administraron por via
subcutanea (s.c.) a 1 mg/kg (V101, V103 y V188) o por via subcutanea (s.c.) en 5 mg/kg de V76 dos veces por
semana durante 12 dias (4 dosis en total). En el primer dia del estudio, se midieron la glucosa en sangre de la cola y
el peso corporal, y los ratones se asignaron a diferentes grupos (n = 8 por grupo) concordando la glucosa y el peso
corporal promedio entre los grupos. La glucosa en sangre se midié utilizando un glucémetro (OneTouch). La insulina
en plasma se midi6 en el dia 1 antes de la dosificacién, y en el dia 12, 24 horas después de la ultima dosis. Los
resultados de estos estudios se resumen en la Tabla 5.

Los resultados de estos estudios se resumen en la Tabla 3 y en las Figuras 1 a 3. Las variantes V101, V103 y V188
de la fusién de Fc- FGF21 son superiores a la variante V76 de FGF21 PEGilada en cada punto final medido en estos
estudios, y en una dosis cinco veces mas baja.

Tabla 3. Porcentaje de cambios contra el vehiculo en glucosa en plasma, insulina, ganancia de peso corporal
(PC), y TG/lipidos en higado, por las variantes de FGF21 durante los estudios de 12 dias en los ratones

ob/ob.
Resumen del estudio del tratamiento de 12 dias en ratones diabéticos ob/ob (% de cambio del vehiculo)
ID de Variante de Dosis (mg/kg) | Glucosa Total Insulina en Peso Lipidos en

FGF21 (ABC) Plasma Corporal Higado

V76 5,0 -42 % -46 % 7% -30 %
V101 1,0 -53 % -82 % -12% -44 %
V103 1,0 -46 % -69 % -12% -50 %
V188 1,0 -42 % -59 % 11 % -51 %

Ejemplo 5: Farmacocinética de las Variantes de Fusion de FGF21 en los Ratones

Con el fin de determinar el perfil farmacocinético de las variantes V101, V103 y V188 de la fusién de Fc-FGF21, se
inyectd a los ratones C57BL/6J por via intravenosa (i.v.) con 1 mg/ kg del articulo de prueba, y se sangraron en
diversos puntos temporales de 16 dias (384 horas). Se recolectaron muestras de sangre en tubos Microtainer
recubiertos con EDTA a partir del plexo submandibular o retroorbital. Se recolectaron aproximadamente 50 pl de
sangre en cada punto temporal, proporcionando -25 yl de plasma.
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Para medir las concentraciones en plasma de los articulos de prueba mediante ELISA, las placas de 384 pocillos se
recubrieron durante la noche a temperatura ambiente (TA) con 2 ug/ml del anticuerpo policlonal de cabra Fc-Gamma
anti-humano (30 pl/pocillo), y entonces se bloquearon con un diluyente basado en caseina durante 2 horas a
temperatura ambiente (100 pl/pocillo). Se agregaron a la placa las muestras diluidas, los estandares, y los controles
(30 pl/pacillo), y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de que se removieron las muestras,
los pocillos se lavaron 3 veces con una solucion de lavado a base de fosfato (100 pl/pozo). Se agreg6 a la placa el
anticuerpo de deteccion, una versién marcada con HRP del anticuerpo de captura, y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente (30 pl/pocillo). Después de que la placa se lavé nuevamente 3 veces con una solucion de
lavado basada en fosfato (100 pl/pocillo), se agregd un sustrato quimioluminiscente (30 pl/pocillo), y se leyo la
luminiscencia de la placa dentro de 5 minutos utilizando un lector de placas apropiado. Tal como se muestra en las
Figuras 4A y 4B, las variantes de fusion de Fc-FGF21 tuvieron una vida media en plasma muy extendida en relacion
con las fusiones de Fc-FGF21 conocidas en la técnica (Figura 4A), y en relacion con la variante V76 de FGF21
PEGilada (Figura 4B).

Los niveles en suero de los articulos de prueba de Fc-FGF21 se validaron mediante andlisis por transferencia de
Western para su comparacion con los niveles medidos mediante ELISA, con el fin de asegurar que se detectara la
variante de Fc-FGF21 de longitud completa, y no el Fc solo, en el ELISA. Se combinaron 2 pl de suero de raton con
2,5 microlitros del regulador de carga a 4X, 1 ul de desnaturalizante a 10X, y 4 yl de dH20, se calentaron hasta 95
°C durante 5 minutos, y se cargaron sobre un gel de poliacrilamida en un gradiente del 4 al 12 %, y se pasaron por
electroforesis durante 1 hora a 100 V (voltaje constante). Las muestras se transfirieron a un papel filiro de
nitrocelulosa mediante analisis por transferencia de Western utilizando el sistema Iblot (Invitrogen, n.® de cat.
IB1001, tiempo de ejecucion de 7 minutos). Los filtros de nitrocelulosa se bloquearon con 30 ml de solucién
blogueadora Rockland (n.2 de cat. MB-070), se sondearon en seguida del protocolo del sistema Iblot instantaneo con
un anticuerpo primario de cabra anti-FGF21 en una dilucién de 1:2.000 (R&D Systems, n.® de cat. BAF2539), y
estreptavidina fluorescentemente marcada como un material secundario en una dilucién de 1:10.000 (Licor, n.® de
cat. 926-68031). Se tomaron imagenes de los niveles de proteinas en el sistema Licor Odyssey a 700 nm, y se
compararon con el control V101 2 mM ejecutado sobre el mismo gel. Tal como se muestra en la Figura 4C, las
variantes V101, V103 y V188 del Fc-FGF21 de longitud completa son detectables utilizando un anticuerpo anti-
FGF21 en el andlisis por transferencia de Western hasta 15 dias, a partir del suero de ratén del estudio
farmacocinético.

Ejemplo 6: Las Variantes V101, V103 y V188 de la Fusion de Fc-FGF21 son extremadamente
termodinamicamente estables

Las proteinas se pueden desplegar en un intervalo de temperatura especifico. La temperatura del despliegue de la
proteina es un parametro intrinseco para describir la estabilidad térmica de las proteinas. Se utiliza la calorimetria de
exploracion diferencial (DSC) para detectar la temperatura de despliegue de la proteina. Esta temperatura
caracteristica se describe como la temperatura de fusion (Tm), la cual es la temperatura maxima durante el
despliegue de la proteina.

Las muestras de proteina originales se diluyen en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en una
concentracién de aproximadamente 1 mg/ml (de 0,5 mg/ml a 1,2 mg/ml) para un volumen total de 0,5 ml. Se agrega
una alicuota de 0,4 ml por pocillo de muestra de proteina diluida, estandar, solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), y agua desionizada (DI) a una placa de calorimetria de exploracion diferencial (DSC) de 96 pocillos. Después
se cubre la placa con un sello. Las muestras se analizaron en un calorimetro de exploracién diferencial de 96
pocillos de MicroCal. La temperatura se explor6 de 10 °C a 110 °C a una velocidad de 1 grado por minuto.

Tal como se muestra en la Figura 4D, las temperaturas de fusién de las variantes V101, V103 y V188 de FGF21 son
extremadamente altas. Esto estd en contraste con las temperaturas de fusién mas bajas de la variante V76 de
FGF21 y el FGF21 de tipo silvestre (no se muestra). Los presentes inventores atribuyen la mayor estabilidad de
V101, V103 y V188 a la adicion especifica de un segundo enlace de disulfuro a partir de las mutaciones novedosas
Q55C y G148C. Se sabe que este tipo de estabilidad termodinamica protege a las proteinas de la protedlisis vy,
ademas, se puede traducir en una estabilidad significativamente prolongada in vivo, y en los mejores perfiles
farmacocinéticos ejemplificados por los datos de las Figuras 4B y 4C.
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<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1

<211> 209
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

<210>2

Met

Val

Leu
Glu
65

Leu
Lys
Ser
Glu
His
145
Pro
Pro

Pro

Ser

<211>940
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

Aszp

Ser
Tyr
50

Aszp
Gln

Thr

Asp
130
Leu
Ala

Pro

Leu

Ser
Ala
Ser
35

Thr

Gly

Ser
His
115
Gly
Pro
Arg

Gly

Ser
195

Aszsp
Gly
20

Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
100
Phe
Tyr
Gly
Phe
Ile

180
Met

Glu

Leu

Asp
Val
Ala
85

Phe
Asp
Asn
Asn
Leu
165

Val

Thr
Leu
Leu
Ala
Gly
70

Leu
Pro
Val
Lys
150
Pro

Ala

Gly

Gly
Leu
Gln
Gln
55

Gly
Lys
Cys
Glu
Tyr
135
Ser
Leu

Pro

Pro

Phe
Gly
Phe
40

Gln
Ala
Pro
Gln
Ala
120
Gln
Pro
Pro

Gln

Ser
200

35

Glu
Ala
25

Gly
Thr
Ala
Gly
Arg
105
Cys
Ser
His
Gly
Pro

1385
Gln

His
10

Cys
Gly
Glu
Aszp
Val
90

Pro
Ser
Glu
Arg
Leu
170

Pro

Gly

Ser
Gln
Gln
Ala
Gln
75

Ile
Aszp
Phe
Ala
Asp
155
Pro

Asgp

Arg

Gly
Ala
Val
His
60

Ser
Gln
Gly
Arg
His
140
Pro
Pro

Val

Ser

Leu
His
Arg
45

Leu
Pro
Ile
Ala
Glu
125
Gly
Ala
Ala

Gly

Pro
205

Trp
Pro
30

Gln
Glu

Glu

Leu
110
Leu

Leu

Pro

Ser
190
Ser

Val
15

Ile
Arg
Ile
Ser
Gly
95

Tyr
Leu
Pro
Arg
Pro
175

Ser

Tyr

Ser
Pro
Tyr
Arg
Leu
80

Val
Gly
Leu
Leu
Gly
160
Glu

Asgp

Ala
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ctgtcagctg
acctggacaa
ccggagatca
tcaggactgt
atccctgact
acagatgatg
ggegetgety
attcaaatct
tatggatege
ggatacaatg
teocccacace
ccoccccgeac
tcggaccctce
agccagaggc
tttttttatt
aaaaaaaaaa

aggatccage
ctggaatctg
cctgaggacce
gggtttctgt
ccagtcctct
cccagcagac
accagagecoc
tgggagtcaa
tecactttga
tttaccagte
gggacccetge
tocececggagee
tgagcatggt
tgtttactat
tttcttactt
aaaaaaaaaa
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cgaaagagga
gcaccaattc
cgagcecattg
gctggetggt
cctgcaattce
agaagecccac
cgaaagtete
gacateccagg
cectgaggec
cgaageoccac
accocgagga
acccggaatc
gggaccttcc
gacatctcct
gagataataa
aaaaaaaaaa

goccaggcact
taaaccactc
atggactcgg
cttctgcetgg
gggggccaag
ctggagatca
ctgcagetga
tteoectgtgee
tgecagettee
ggcctooage
ccageteget
ctggccccce
cagggccgaa
ctttatttat
agagttccag
aaaaaaaaaa

caggccacct
agcttctccg
acgagaccgg
gagcctgcca
tccggeagey
gggaggatgg
aagccttgaa
ageggeocaga
gggagctget
tgeacctgee
tectgecact
agccccccga
gccccageta
taggttattt
aggagaaaaa

<210> 3

<211> 181

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Pro
Gln
Glu
Glu

50
Leu

Pro

Ile
65
Ala Leu

Glu Leu

Gly Leu

Ala Pro
130
Ala Leu
145
Gly Ser

Pro Ser

Ile Pro Asp

Arg Tyr Leu
20

Ile Arg

35

Ser

Glu
Leu

Gly Val Lys
Ser
85

Glu

Tyr Gly
Leu
100
Proc Leu His
115
Arg

Gly Pro

Pro Glu Pro
Pro
165

Ser

Ser Asp

Ala
130

Tyr

Ser Ser

Tyr Thr

Asp Gly
40
Gln Leu
55
Thr Ser
70
Leu His

Asp Gly

Leu Pro

12
Ala Arg
135
Pro Gly
150

Leu Ser

Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
Phe
Tyr
Gly
Phe
Ile

Met

Leu Leu
10
Asp Ala

Val Gly
Ala

Phe Leu

Gln
Gln
Gly
Lys

Cys

Phe Gly

Gln Thr

Ala Ala
45
Pro Gly
60

Gln Arg

15

Pro
90
Val

Asgp

Asn
105
Asn Lys
0

Leu Pro

Leu Ala

Glu
Tyr
Ser
Leu

Pro

Ala Cys

Gln Ser
His
125
Gly

Pro

Pro
140

Gln Pro

155

Val Gly

170

Pro

Ser Gln

<210> 4

<211> 546

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

36

gagtctactc
agctcacacc
gttcgagcac
ggcacaccce
gtacctctac
gacggtgggy
gecgggagtt
tggggeccty
tettgaggac
agggaacaag
accaggecty
tgtgggctce
cgcttcctga
atcttattta
aaaaaaaaaa

Gln
15
Ala

Gly Val
Glu
30

Asp

His

Gln Ser

Val Ile Gln

Pro Asp Gly
Phe
95

Ala

Ser Arg
Glu
110
Arg

His

Asp Pro

Leu Pro Pro
Val
160

Ser

Pro Asp

Gly Arg

175

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
940
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caccccatce
ctctacacag
gtggggggcy
ggagttattc
gecotgtatg
gaggacggat
aacaagtece

ggoctgooce
ggcetectogyg
tectga

<210>5

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

ctgacteccag
atgatgccocca
ctgoctgacca
aaatcttggg
gategeteca
acaatgttta
cacaccggga

cogeactecd
accetetgag
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tectcotectyg
gcagacagaa
gagccccgaa
agtcaagaca
ctttgacect
ceagtocgaa
cectgeacae

ggagecacaee
catggtggga

caattcgggg
gocccacctgg
agtctoctge
tcecaggttce
gaggectgea
gegcacggee
cgaggaccag

ggaatcctgg
ccetteoccagy

gccaagtcog
agatcaggga
agctgaaagc
tgtgccagog
gottooggga
tecegetgea
ctegetteoct

cococcages
gccgaagece

gcagcggtac
ggatgggacg
cttgaagccg
gcecagatggg
goetgottett
cetgecaggy
gocactacca

coccgatgty
cagetacget

60

120
180
240
300
360
420

480
540
546

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser

1

5

10

Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala

<210> 6

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
g999gs9ggygs ggggs

<210>7

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7

20

15

25

37

15
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Asp
Gly
Ile
Glu
His
65

Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
145

Trp

Val

His
Pro
225
Val

His

Ser
Gln
Gly
305
His
Pro
Pro
Val

385
Ser

<210>8
<211> 419
<212> PRT

Lys
Pro
Ser
Aszp
50

Asgn
Val
Glu
Lys
Thr
130
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu
210
Gly

Arg

Pro
Ile
290
Ala
Glu
Gly
Ala
Ala
370
Gly

Pro

Thr
Ser
Arg
35

Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Aszp
Ser
185
Ala
Lys
Gln

Glu

Glu
275
Leu
Leu
Len
Len
Pro
355
Leu

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 8

His
Val
20

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
100
Ile
Pro
Leu
Azn
Ser
130
Arg
Leu
Gly

Arg

Ile

260
Ser

Gly
Tyr
Len
Pro
340
Arg
Pro

Ser

Tyr

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
Val
85

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
165
Agp
Trp
His
Ser
Tyr

245
Arg

Leu
Val
Gly
Len
325
Len
Gly
Glu

Asp

Ala
405
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Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
70

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Asp
230
Leu

Glu

Leu
Lys
Ser
310
Glu
His
Pro
Pro
Pro

390
Ser

Pro
Phe
Val
Phe
55

Pro
Thr
Val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
His
215
Ser

Tyr

Asgp

Gln
Thr
295
Leu
Asp
Len
Ala
Pro

375
Leu

Pro
Pro
Thr
40

Asgn
Arg
Val
Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser

Thr

Gly

Leu
280
Ser
Hig
Gly
Pro
Arg
360
Gly

Ser

38

Cys
Pro
25

Cys
Trp

Glu

Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asgn
Phe
185
Asn
Thr
Pro
Aszp
Thr

265
Lys

Arg
Phe
Tyr
Gly
345
Phe

Ile

Met

Pro
10

Lys
Val
Tyr
Glu
His
90

Lys
Gln
Met
Pro
Asgn
170
Leu
Val
Gln
Leu
Aszp

250
Val

Ala
Phe
Asp
Asn
330
Asn
Len

Leu

Val

Ala
Pro
Val
Val
Gln
75

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Leu
235
Ala

Gly

Leu
Leu
Pro
315
Val
Lys
Pro

Ala

Gly
395

Pro
Lys
val
Aszp
60

Tyr

Aszp

Arg
Lys
140
Aszp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gln
Gln

Gly

Lys
Cys
300
Glu
Tyr
Ser
Len
Pro

380
Pro

Glu
Asp
Asp
45

Gly
Asgn
Trp
Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Phe
Gln

Ala

Pro
285
Gln
Ala
Gln
Pro
Pro
365
Gln

Ser

Ala
Thr
30

Val
Val

Ser

Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
190
Ser
Ser
Gly

Thr

Ala

270
Gly

Arg
Cys
Ser
His
350
Gly

Pro

Gln

Ala
15

Leu
Ser
Glu
Thr
Asgn
95

Pro
Gln
Val
Val
Pro
175
Thr

Val

Gly
Glu

255
Asgp

Val
Pro
Ser
Glu
335
Arg
Len

Pro

Gly

Gly
Met
His
Val
Tyr
80

Gly
Ile
Val
Ser
Glu
160
Pro
Val
Met
Ser
Gln
240

Ala

Gln

Ile
Asp
Phe
320
Ala
Asp
Pro

Asp

Arg
400



<210>9

Asp
Gly
Ile
Glu
His
65

Lys
Glu
Tyr

Leu
145

Trp

Val

His
Pro
225
Gly
Arg

Ile

Ser
Gly
305
Tyr
Leu
Pro
Arg
Pro
385

Ser

Tyr

<211>177
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>9

Lys
Pro
Ser
Asp
Agn
Val
Glu
Lys
Thr
130
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu
210
Gly
Ser
Tyr

Arg

Leu
290
Val
Gly

Leu

Gly
370
Glu
Aszp

Ala

Thr
Ser
Arg
35

Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
185
Ala
Lys
Aszp
Leu
Glu
275
Leu
Lys
Ser
Glu
His
355
Pro
Pro

Pro

Ser

His
Val
20

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
100
Ile

Pro

Asgn
Ser

180
Arg

Gly
Ser
Tyr

260
Asp

Gln
Thr
Leu
Asp
340
Ala

Pro

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
Val
85

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
165
Asp
Trp
His
Gly
Ser
245

Thr

Gly

Ser
His
325
Gly
Pro
Arg
Gly

Ser
405
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Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
70

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Gly
230
Pro

Asgp

Thr

Lys
Arg
310
Phe
Tyr
Gly
Phe
Ile

390
Met

Pro
Phe
Val
Phe
55

Pro
Thr
Val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
His

215
Gly

Asgp

Val

Ala
295
Phe
Aszp
Asn
Asn
Leu
375
Leu

Val

Pro
Pro
Thr
40

Asgn
Arg
Val
Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr

Ser

Ala

Gly
280

Pro
Val
Lys
360
Pro

Ala

Gly

39

Cys
Pro
25

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Azn
Phe
185
Asn
Thr
Gly
Gln
Gln

265
Gly

Lys
Cys
Glu
Tyr
345
Ser
Leu

Pro

Pro

Pro
10

Lys
Val
Tyr
Glu
His
90

Lys
Gln
Met
Pro
Asgn
170
Leu
Val
Gln
Gly
Phe
250
Gln

Ala

Pro
Gln
Ala
330
Gln
Pro
Pro

Gln

Ser
4190

Ala
Pro
Val
Val
Gln
75

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Gly
235
Gly

Thr

Ala

Gly
Arg
315
Cys
Ser
His
Gly
Pro

395
Gln

Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gly
Gly
Glu

Asp

Val
300
Pro
Ser
Glu
Arg
Leu
380

Pro

Gly

Glu
Asp
Aszp
45

Gly
Asgn
Trp
Pro
Glu
125
Asgn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Ser
Gln

Ala

Gln
285
Ile
Aszp
Phe
Ala
Asp
365
Pro

Asgp

Arg

Ala
Thr
30

Val
Val

Ser

Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
180
Ser
Ser
Gly
Val
His

270
Ser

Gln
Gly
Arg
His
350
Pro
Pro

Val

Ser

Ala
15

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
95

Pro
Gln
Val
Val
Pro
175
Thr
Val
Leu
Gly
Arg
255
Leu

Pro

Ile
Ala
Glu
335
Gly
Ala
Ala
Gly

Pro
415

Gly
Met
His
Val
Tyr
80

Gly
Ile
Val
Ser
Glu
160
Pro
Val
Met
Ser
Gly
240
Gln
Glu

Glu

Leu
320
Leu

Leu

Pro

Ser
400
Ser
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Asp
Len
Glu
Leu
Lys
65

Ser
Glu
His
Pro
Pro
145

Pro

Ser

<210> 10
<211> 406
<212> PRT

Ser
Tyr
Asp
Glu
50

Thr
Len
Asp
Len
Ala
130

Pro

Leu

Ser
Thr
Gly
Leu
Ser
His
Gly
Pro
115
Arg
Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 10

Asp Lys Thr

1

Gly Pro Ser

Pro Leu
Asp Asp
20

Thr Val
Lys Ala
Arg Phe
Phe Asp

85

Tyr Asn
100

Gly Asn
Phe Leu

Ile Leu

Met Val
165
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Len
Ala
Gly
Leu
Leu
70

Pro
Val
Arg
Pro
Ala

150
Gly

Gln
Gln
Gly
Lys
55

Cys
Glu
Tyr
Ser
Leu
135

Pro

Pro

Phe
Glu
Ala
40

Pro
Gln
Ala
Gln
Pro
120
Pro

Gln

Ser

His Thr Cys Pro Pro

5

Val Phe Leu Phe Pro

20

Gly
Thr
25

Ala
Gly
Lys
Cys
Ser
105
His
Gly

Pro

Gln

Cys

Gly
10

Glu
Hig
Val
Pro
Ser
80

Glu
Cys
Leu

Pro

Gly
170

Gln
Ala
Gln
Ile
Asp
75

Phe
Ala
Asp
Pro
Asp

155
Arg

Val
His
Ser
Gln
60

Gly
Arg
His
Pro
Pro
140

Val

Ser

Len
Pro
45

Ile
Ala
Glu
Gly
Ala
125
Ala
Gly

Pro

Pro Ala Pro Glu

10

Pro Lys Pro Lys Asp

25

Gln
Glu
30

Glu
Leu
Leu
Len
Len
110
Pro
Leu

Ser

Ser

Ala

Arg
15

Ile
Ser
Gly
Tyr
Len
85

Pro
Gln
Pro

Ser

Tyr
175

Ala
15

Tyr
Arg
Leu
Val
Gly
80

Len
Len
Gly
Glu
Asp

160
Ala

Gly

Thr Leu Met

30

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

40



Glu Asp
50

His Asn

65

Arg Val

Lyg Glu
Glu Lysg

Tyr Thr
130

Leu Thr

145

Trp Glu

Val Len
Asp Lys

Hig Glu
210

Pro Gly

225

Val Arg

His Len
Ser Pro

Gln Ile
290

Gly Thr

305

Arg Glu

His Gly
Pro Ala

Pro Ala
370

val Gly

385

Ser Pro

<210> 11

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

35
Fro

Ala
Val
Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
195
Ala
Lys
Gln
Glu
Glu
275
Leu
Leu
Leu
Len
Ser
355
Len

Ser

Ser

Glu
Llys
Ser
Lyg
100
Ile
Pro
Len
Asn
Ser
180
Arg
Leu
Gly
Arg
Ile
260
Ser
Gly
Tyr
Leu
Pro
340
Arg
Pro

Ser

Tyr

Val
Thr
Val
85

Cysg
Ser
Pro
val
Gly
185
Asp
Trp
Hig
Ser
Tyr
245
Arg
Len
Val
Gly
Leu
325
Len
Gly
Glu

Asp

Ala
405

ES 2689 762 T3

Lys
Lys
70

Len
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Asp
230
Len
Glu
Len
Lys
Ser
310
Glu
His
Pro
Pro
Pro

390
Ser

Phe
55

Pro
Thr
val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
Hisg
215
Ser
Tyr
Asp
Gln
Thr
295
Leu
Asp
Len
Ala
Pro

375
Leu

40
Asn

Arg
Val
Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser
Thr
Gly
Len
280
Ser
His
Gly
Pro
Arg
360
Gly

Ala

41

Trp
Glu
Len
Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185
Asn
Thr
Pro
Asp
Thr
265
Lys
Arg
Phe
Tyr
Cys
345
Phe
Ile

Met

Tyr
Glu
His
90

Lyg
Gln
Met
Pro
Asn
170
Len
val
Gln
Leu
Asp
250
Val
Ala
Phe
Asp
Asn
330
Asn
Len

Len

val

Val
Gln
75

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Leu
235
Ala
Gly
Len
Leu
Pro
315
val
Arg
Pro

Ala

Gly
395

Asp
60

Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Sar
220
Gln
Cys
Gly
Lys
Cys
300
Glu
Tyr
Ser
Leu
Pro

380
Gly

45
Gly

Asn
Trp
Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Phe
Gln
Ala
Pro
285
Gln
Ala
Gln
Pro
Pro
365
Gln

Ser

Val
Ser
Len
Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Len
190
Ser
Ser
Gly
Thr
Ala
270
Gly
Arg
Cys
Ser
His
350
Gly

Pro

Gln

Glu
Thr
Asn
95

Pro
Gln
Val
val
Pro
175
Thr
val
Leau
Gly
Glu
255
Asp
Val
Pro
Ser
Glu
335
Arg
Len

Pro

Ala

val
Tyr
g0

Gly
Ile
val
Ser
Glu
160
Pro
Val
Met
Ser
Gln
240
Ala
Gln
Ile
Asp
Phe
320
Ala
Asp
Pro

Asp

Arg
400



Asp
Gly
Ile

Glu

His
65

Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
145
Trp

val
Asgp
His
Pro
225
Val
His
Ser
Gln
Gly
305
His
Pro
Pro
val

385
Ser

<210> 12
<211> 419
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Lys
Pro
Ser
Asp
50

Aszn
Val
Glu
Lys
Thr
130
Thr
z1lu
Leu
Lys
Glu
210
Gly
Arg
Leu
Pro
Ile
290
Ala
Glu
Gly
Ala
Ala
370
Gly

Pro

Thr
Ser
Arg

Pro

Ala
val
Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
195
Ala
Lys
Gln
zlu
Glu
275
Leu
Leu
Leu
Leu
Ser
355
Leu

Ser

Ser

His
Val
20

Thr

Glu

Lys
Ser
Lys
100
Ile
Pro
Leu
Agn
Ser
1380
Arg
Leu
Gly
Arg
Ile
260
Ser
Gly
Tyr
Leu
Pro
340
Arg
Pro

Ser

Tyr

Thr
Phe
Pro

Val

Thr
Val
85

Cys
Ser
Pro
Vval
Gly
165
Asp
Trp
His
Ser
Tyr
245
Arg
Leu
val
Gly
Leu
325
Leu
Gly
Glu

Agp

Ala
405
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Cys
Leu
Glu

Lys

Lys
70

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Asp
230
Leu
zlu
Leu
Lys
Ser
310
Glu
His
Pro
Pro
Pro

390
Ser

Pro
Phe
Val
Phe
55

Bro
Thr
val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
His
215
Ser
Tyr
Azp
Gln
Thr
295
Leu
Asp
Leu
Ala
Pro

375
Leu

Fro
Fro
Thr

40
Asn

Arg
Val
Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser
Thr
Gly
Leu
280
Ser
His
Gly
Pro
Arg
360
Gly

Ala

42

Cys
Pro
25

Cys

Trp

Glu
Leu
Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185
Asn

Thr

Pro

Thr
265
Lys
Arg
Phe
Tyr
Cys
345
Phe
Ile

Met

Pro
10

Lys
val

Tyr

Glu
His
90

Lys
Gln
Met
Pro
Aszn
170
Leu

val

Gln

Asp
250
val
Ala
Phe
Asp
Asn
330
Asn
Leu
Leu

val

Ala
Pro
val

Val

Gln
75

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Leu
235
Ala
Gly
Leu
Leu
Pro
315
Val
Arg
Pro

Ala

Gly
395

Pro
Lys
val
Asp
60

Tyr

Agp

Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gln
Cys
Gly
Lys
Cys
300
Glu
Tyr
Ser
Leu
Pro

380
Gly

Glu
Azp
Asp

Gly

Aszn
Trp
Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Phe
Gln
Ala
Pro
285
Gln
Ala
Gln
Pro
Pro
365
Gln

Ser

Ala
Thr
30

Val

Val

Ser

Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
190
Ser
Ser
Gly
Thr
Ala
270
Gly
Lys
Cys
Ser
His
350
Gly

Pro

Gln

Ala
15
Ser

Glu

Thr
Azn
95

Pro
Gln
Val
Vval
Pro
175
Thr

val

Gly
Glu
255
Azp
val
Pro
Ser
Glu
335
Arg
Leu

Pro

Ala

Gly
Met
His

Val

Tyr
g0

Gly
Ile
Val
Ser
Glu
160
Pro
Val
Met
Ser
Gln
240
Ala
Gln
Ile
Azp
Phe
320
Ala
Asp
Pro

Asp

Arg
400



Asp
Gly
Ile
Glu

His
65

Lys
Glu
Tyr
Leun
145
Trp
Val
Asp
His
Pro

225
Gly

Ile
Ser
Gly
305
Tyr
Len
Pro
Arg
Pro
385

Ser

Tyr

<210> 13
<211> 419
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Lys
Pro
Ser
Asp
50

Asn

Vval

Glu
Lys
Thr
130
Thrx
Glu
Len
Lys
Glu
210
Gly
Ser
Tyr
Arg
Leu
290
vVal
Gly
Len
Leun
Gly
370
Glu

Asp

Ala

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala

vVal

Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
195
Ala
Lys
Asp
Len
Glu
275
Leu
Lys
Ser
Glu
His
355
Pro
Pro

Pro

Ser

His
Val
20

Thr
Glu
Lys

Ser

Lys
100
Ile
Pro
Len
Asn
Ser
180
Arg
Leu
Gly
Ser
Tyr
260
Asp
Gln
Thr
Leu
Asp
340
Leu
Ala

Pro

Leu

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
Val
85

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
165
Asp
Trp
His
Gly
Ser
245
Thr
Gly
Leu
Ser
His
325
Gly
Pro
Arg
Gly

Ala
405
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Cys
Leu
Glu
Lys
Lys

70
Len

Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Gly
230
Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
310
Phe
Tyr
Cys
Phe
Ile

390
Met

Pro
Phe
Val
Phe
55

Pro

Thr

Val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
His
215
Gly
Len
Asp
vVal
Ala
295
Phe
Asp
Asn
Asn
Len
375

Leu

Val

Pro
Pro
Thr
40

Asn

Arg

val

Ser
Lys
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser
Len
Ala
Gly
280
Leu
Leu
Pro
Val
Arg
360
Pro

Ala

Gly

43

Cys
Pro
25

Cys
Trp
Glu

Len

Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185
Asn
Thr
Gly
Gln
Cys
285
Gly
Lys
Cysg
Glu
Tyr
345
Ser
Len

Pro

Gly

Pro
10

Lys
Val
Tyr
Glu
His
90

Lys
Gln
Met
Pro
Asn
170
Len
Val
Gln
Gly
Phe
250
Gln
Ala
Pro
Gln
Ala
330
Gln
Pro
Pro

Gln

Ser
410

Ala
Pro
Val
Val
Gln

75
Gln

Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lys
Gly
235
Gly
Thr
Ala
Gly
Lys
315
Cys
Ser
His
Gly
Pro

395
Gln

Pro
Lys
Val
Asp
60

Tyr

Asp

Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gly
Gly
Glu
Asp
Val
300
Pro
Ser
Glu
Arg
Len
380

Pro

Ala

Glu
Asp
Asp
45

Gly

Asn

Trp

Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Ser
Gln
Ala
Gln
285
Ile
Asp
Phe
Ala
Asp
365
Pro

Asp

Arg

Ala
Thr
30

Val
Val

Ser

Len

Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Len
190
Ser
Ser
Gly
val
His
270
Ser
Gln
Gly
Arg
His
350
Pro
Pro

vVal

Ser

Ala
15

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
95

Pro
Gln
val
val
Pro
175
Thr
Vval
Leu
Gly
Arg
255
Len
Pro
Ile
Ala
Glu
335
Gly
Ala
Ala
Gly

Pro
415

Gly
Met
His
Val
Tyrxr

80
Gly

Ile
Val
Ser
Glu
160
Pro
Val
Met
Ser
Gly
240
Gln
Glu
Glu
Leu
Leéu
320
Leu
Len
Ser
Len
Ser

400
Ser



Asp
Gly
Ile
Glu
His

65
Arg

Lysg
Glu
Tyr
Len
145
Trp
Val
Asp
His
Pro

225
Gly

Ile
Ser
Gly
305
Tyr

Len

Pro

Pro
385
Ser

Tyr

Lys
Pro
Ser
Asp
50

Asn

Val

Glu
Lysg
Thr
130
Thr
Glu
Len
Lys
Glu
210
Gly
Ser
Tyr
Arg
Leu
290
Val
Gly
Len
Len
Gly
370
Glu
Asp

Ala

Thre
Ser
Arg
35

Pro

Ala

Val

Tyr
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
195
Ala
Lys
Asp
Len
Glu
275
Leu
Lys
Ser
Glu
His
355
Pro
Pro

Pro

Ser

Hig
val
20

Thr
Glu
Lys

Ser

Lys
100
Ile
Pro
Len
Asn
Ser
180
Arg
Leu
Gly
Ser
Tyr
260
Asp
Gln
Thr
Leu
Asp
340
Len
Ala

Pro

Leu

Thr
Phe
Pro
Val
Thr
Val
B85

Cyg
Ser
Pro
Val
Gly
185
Asp
Irp
Hig
Gly
Ser
245
Thr
Gly
Leu
Ser
Hisg
325
Gly
Pro
Arg
Gly

Ala
405
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Cys
Leu
Glu
lys
Lys

70
Leu

Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln
Asn
Gly
230
Pro
Asp
Thr
Lys
Arg
310
Phe
Tyr
Cys
Phe
Ile

390
Met

Pro
Phe
Val
Phe
55

Pro

Thr

val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser
Gln
Hig
215
Gly
Len
Asp
Val
Ala
295
Phe
Asp
Asn
Asn
Len
375

Leu

val

Pro
Pro
Thr
40

Asn

Arg

Val

Ser
Lyg
120
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
200
Tyr
Ser
Len
Ala
Gly
280
Leu
Leu
Pro
Val
Arg
360
Pro

Ala

Gly

44

Cys
Pro
25

Cys
Trp
Glu

Leu

Asn
105
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185
Asn
Thr
Gly
Gln
Cys
265
Gly
Lys
Cys
Glu
Tyr
345
Ser
Len

Pro

Gly

Pro
10

Lys
Val
Tyr
Glu
Hisg
90

Lys
Gln
Met
Pro
Asn
170
Len
Val
Gln
Gly
Phe
250
Gln
Ala
Pro
Gln
Ala
330
Gln
Pro
Pro

Gln

Ser
410

Ala
Pro
Val
Val
Gln

75
Gln

Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe
Lysg
Gly
235
Gly
Thr
Ala
Gly
Arg
315
Cys
Ser
His
Gly
Pro

395
Gln

Pro
Lys
Val
Asp
60

Tyr

Asp

Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser
Ser
Ser
220
Gly
Gly
Glu
Asp
val
300
Pro
Ser
Glu
Arg
Len
380

Pro

Ala

Glu
Asp
Asp
45

Gly

Asn

Trp

Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
205
Leu
Ser
Gln
Ala
Gln
285
Ile
Asp
Phe
Ala
Asp
365
Pro

Asp

Arg

Ala
Thr
30

Val
Val

Ser

Leu

Ala
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Len
190
Ser
Ser
Gly
Val
His
270
Ser
Gln
Gly
Arg
His
350
Pro
Pro

Val

Ser

Ala
15

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
95

Pro
Gln
val
Val
Pro
175
Thr
val
Leu
Gly
Arg
255
Len
Pro
Ile
Thr
Glu
335
Gly
Ala
Ala
Gly

Pro
415

Gly
Met
His
Val
Tyr

80
Gly

Ile
Val
Ser
Glu
160

Pro

Val

Ser
Gly
240
Gln
Glu
Glu
Leu
Leu
320
Leu
Len
Ser
Len
Ser

400
Ser



1. Una proteina de fusién que comprende una variante de FGF21 y una region Fc, en donde la secuencia de dicha

ES 2689 762 T3

REIVINDICACIONES

proteina se selecciona de una secuencia enumerada como sigue

SEQ ID NO:

Secuencia

Nombre*

10

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QODWLNGKEYK
GOQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
VRORYLYTDD
DOSPESLLQL
QRPDGTLYGS
VYQSEAHGLP
FLPLPGLPPA
LAMVGGSQAR

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQOG
LSLSPGKGSD
ACQTEAHLEI
KALKPGVIQI
LHFDPEACSF
LHLPCNRSPH
LPEPPGILAP
SPSYAS

FLFPPKPKDT
PEVKFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
SSPLLQFGGQ
REDGTVGGAA
LGVKTSRFLC
RELLLEDGYN
RDPASRGPAR
QPPDVGSSDP

Variante n.? 101 = Fusién de Fc en
N-terminal con el enlazador de 2 AA
(GS) entre Fc y FGF21 = (Q55C,
A109T, G148C, K150R, P158S,
S195A, P199G, G202A)

11

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QODWLNGKEYK
GOQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
VRORYLYTDD
DQOSPESLLQL
QKPDGALYGS
VYQSEAHGLP
FLPLPGLPPA
LAMVGGSQAR

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQOG
LSLSPGKGSD
ACQTEAHLEI
KALKPGVIQI
LHFDPEACSF
LHLPCNRSPH
LPEPPGILAP
SPSYAS

FLFPPKPKDT
PEVKFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
SSPLLOFGGQO
REDGTVGGAA
LGVKTSRFLC
RELLLEDGYN
RDPASRGPAR
QPPDVGSSDP

Variante n.? 103 = Fusién de Fc en
N-terminal con el enlazador de 2 AA
(GS) = (Q55C, R105K, G148C,
K150R, P158S, S195A, P199G,
G202A)

12

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QODWLNGKEYK
GQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
GSDSSPLLQF
LEIREDGTVG
IQILGVKTSR
CSFRELLLED
SPHRDPASRG
LAPQPPDVGS

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQQG
LSLSPGKGGG

FLFPPKPKDT
PEVKEFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVFSCSVMHE
GSGGGGSGGG

GGQVRORYLY
GAADQSPESL
FLCOKPDGAL
GYNVYQSEAH
PARFLPLPGL
SDPLAMVGGS

TDDACQTEAH
LOLKALKPGV
YGSLHFDPEA
GLPLHLPCNR
PPALPEPPGI
QARSPSYAS

Variante n.2 188 = V103 con el
enlazador de 15 AA (GGGGS x 3)
entre Fc y FGF21

= (Q55C, R105K, G148C, K150R,
P158S, S195A, P199G, G202A)

45




10

15
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SEQ ID NO:

Secuencia

Nombre*

13

DKTHTCPPCP
LMISRTPEVT
GVEVHNAKTK
QODWLNGKEYK
GOQPREPQVYT
GFYPSDIAVE
DGSFFLYSKL
ALHNHYTQKS
GSDSSPLLQF
LEIREDGTVG
IQILGVKTSR
CSFRELLLED
SPHRDPASRG
LAPQPPDVGS

APEAAGGPSV
CVVVDVSHED
PREEQYNSTY
CKVSNKALPA
LPPSREEMTK
WESNGQPENN
TVDKSRWQOG
LSLSPGKGGG

FLFPPKPKDT
PEVKEFNWYVD
RVVSVLTVLH
PIEKTISKAK
NQVSLTCLVK
YKTTPPVLDS
NVEFSCSVMHE
GSGGGGSGGG

GGQVRORYLY
GAADQSPESL
FLCORPDGTL
GYNVYQSEAH
PARFLPLPGL
SDPLAMVGGS

TDDACQTEAH
LOLKALKPGV
YGSLHFDPEA
GLPLHLPCNR
PPALPEPPGI
QARSPSYAS

Variante n.2 204 = V101 con el
enlazador de 15 AA (GGGGS x 3)
entre Fc y FGF21 = (Q55C, A109T,
G148C, K150R, P158S, S195A,
P199G, G202A)

2. La proteina de fusion tal como se define en la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de trastornos
asociados con la FGF21, seleccionados a partir del grupo que consiste en obesidad, diabetes mellitus de tipo 1 y de
tipo 2, pancreatitis, dislipidemia, enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD), estatohepatitis no alcohdlica
(NASH), resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hiperglucemia, sindrome metabdlico,
infarto de miocardio agudo, hipertension, enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, enfermedad de arterias
periféricas, ictus, insuficiencia cardiaca, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad renal, complicaciones
diabéticas, neuropatia, gastroparesis y trastornos asociados con mutaciones inactivadoras severas en el receptor de
insulina.

3. Composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion tal como se reivindica en la reivindicacion 1 y un
agente de formulacién farmacéuticamente aceptable.

4. Composicién farmacéutica tal como se reivindica en la reivindicacion 3 para su uso en el tratamiento de un
trastorno metabdlico.

5. Polinucleotido que codifica la proteina de fusién tal como se reivindica en la reivindicacién 1.

6. Vector que contiene el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5.

7. Célula hospedadora que lleva el vector de acuerdo con la reivindicacion 6.
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Glucosa (mafdl)

Insulina {pofinl
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Glucosa en plasma alimentado

Insulina en plasma alimentado

304 *n<0,05 frente a vehiculo, ANOWVA de una via

FIG 1B
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PC 19}

Porcentaje de lipidos en el higadao (%)
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Peso corporal

* p=0,05 frente a vehiculo, AMOVA de una via

FIG 1C

Contenido en lipidos del higado

40 *p=<0,05 frente a vehiculo, ANOVA de una via
#p=0,05 frente a LINZSS, ANOWVA deuna via

FIG 1D
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Insulina ipg/ml

ES 2689 762 T3

Glucosa en plasma alimentado

Glucosa (ma'dl

509 *p=0,05 frente a vehiculo, ANOVA de dos vias
T T T L] T L] T
o e & ot g g g g0

S ﬁ”jyv"’ ol I S

F1G 2A

Insulina en plasma alimentado

il . .
*p=0,05 frente a vehicule, ANOWA de una via

FIG 2B
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PC 19}

Porcentaje de lipides en el higado (%)

ES 2689 762 T3

Peso corporal

*n=( 05 frente a vehiculo, ANOWVA de una via
#p=0,05 frente a LINZSS, ANOWA de una via

i

FIG 2C

Contenido en lipidos del higado

FIG 2D
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Glucosa (magfdl

Insulina (pg/ml)

ES 2689 762 T3

Glucosa en plasma alimentado

504 =p<0,05 frente a vehiculo, ANOVA de dos vias
t' L T T T T T T T T T T T
ﬁ*ﬁn“&‘ﬁ*ﬁﬂ“ﬁ“}“ﬁ“@hn

FFFFFF I

FIG 3A

Insulina en plasma alimentado

*n<f), 05 frente a vehiculo, ANOWA de una via

FIG 3B
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PC

Porcentaje de lipidos en el higado (%)
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Peso corporal

*p=0, 05 frente a vehiculo, ANOWVA de una via

FIG 3C

Contenido en lipidos del higado

409 *p<0,05 frente a vehiculo, ANOVA de una via
#p=0.05 frente a LINZSS, ANOVA de una via

FIG 3D
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Concentracion en plasma (nh)

100

10
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t1f2e£=166h

48 72 Db 120 144 168 182 216 240
Tiempo (f)

—O— Fe-[L15)-FGF21 (L98R, P1716, A1805)
~a— Fe-L{15)-FiF21 [L98R, P1716)

FIG 4A
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Dosis Unica de ratén PK IV1 mg/kg
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Concentracidn {ig eaun FG
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Tiempao (horas)
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