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DESCRIPCION
Tratamiento de diabetes mediante el uso de GLP-1 y anti-IL-21

La presente descripcion se refiere al uso de un agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y un anticuerpo anti-
IL-21 en la diabetes tipo 1.

Antecedentes de la invencion

Aunque los avances en la terapia con insulina exégena han permitido a los sujetos con diabetes tipo 1 controlar
adecuadamente sus trastornos metabdlicos, todavia no hay opciones de tratamiento que aborden su causa
subyacente. Por lo tanto, existe la necesidad de mejores tratamientos y opciones para la prevencion de la diabetes
tipo 1.

IL-21 tiene una estructura de paquete de cuatro hélices (hélice 1-4/AD - como se define, por ejemplo, en la figura 1
en: J. Immunol., 2011 vol. 186 num. 2, paginas 708-721), dispuestas en una topologia de arriba hacia abajo tipica de
las citocinas de clase I. IL-21 sefaliza a través de un complejo receptor heterodimérico, que consiste en la cadena
especifica IL-21Ra (también conocida como IL-21R) y la cadena gamma yC/IL-2Ry/comun, esta ultima compartida por
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15. yC e IL-21Ra se unen a sitios de unién no superpuestos en IL-21 - IL-21Ra se une a la
hélice 1+3 y yC se une a la hélice 2+4 en la IL-21 humana. IL-21Ra se une a IL-21 con alta afinidad y proporciona la
mayoria de la energia de union. Sin embargo, la interaccién con yC es necesaria para la sefializacion y los mutantes
de IL-21 que se unen a IL-21Ra pero no interactian adecuadamente con yC son antagonistas potentes de la
sefializacion de IL-21. IL-21 ejerce efectos pleiotropicos en las respuestas inmunes innata y adaptativa. Se produce
principalmente por células T CD4+ activadas, células T foliculares y células T asesinas naturales. La secuencia de
aminoacidos de IL-21 humana se muestra en la SEQ ID NO 1. El antagonismo de IL-21 se ha sugerido como una
posible ruta para el tratamiento de la inflamacion debido a mdltiples funciones de IL-21 en la estimulacion del sistema
inmune. Se describen detalles adicionales sobre la unién de IL-21/IL-21Ra en JBC, VOL. 287, Num. 12, pags. 9454—
9460, 16 de marzo de 2012 y se describen anticuerpos anti-IL-21 ilustrativos en los documentos W02010055366 y
W02012098113.

El péptido similar al glucagon-1 (GLP-1) es un péptido bien estudiado por su funcion en el metabolismo de la glucosa.
Las formas activas de GLP-1 humano se denominan GLP-1(7-37) y GLP-1-(7-36)NH2 ya que los primeros 6 residuos
de aminoacidos se eliminan durante la maduracién. El péptido tiene una vida muy corta y es una potente hormona
anti-hiperglucémica capaz de estimular la secrecion de insulina dependiente de glucosa y suprimir la secrecion de
glucagoén. Los compuestos terapéuticos para usar en el tratamiento de la diabetes tipo 2 que agonizan la accion de
GLP-1 incluyen liraglutida, exenatida, lixisenatida, albiglutida y dulaglutida.

Resumen

La presente descripcion se refiere al efecto combinado de la administracion de un inhibidor de IL-21 y un agonista de
GLP-1, que como se describe en la presente descripcion es util en el tratamiento y prevencion de la diabetes tipo 1.

En algunas modalidades, esta descripcion se refiere al uso de un agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y un
inhibidor de la funcién de IL-21 para el tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1. En algunas modalidades, esta
descripcién se refiere a un método para el tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1 que comprende la
administracion de un agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y un inhibidor de la funcion de IL-21 a un paciente
que lo necesita. En una modalidad, esta descripcion se refiere a un agonista de GLP-1 y un inhibidor de la funcién de
IL-21 para usar en un método de tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1.

En una modalidad, esta descripcidn se refiere a un agonista de GLP-1 y un inhibidor de la funcién de IL-21 para usar
en la fabricacion de uno o0 mas medicamentos para el tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1.

El método de acuerdo con esta descripcién puede comprender en una modalidad administrar cantidades efectivas de
un agonista de GLP-1 y un inhibidor de la funcién de IL-21 a un sujeto que lo necesita. En una modalidad, el sujeto es
un paciente con diabetes tipo 1 recientemente diagnosticado, que preferentemente mantiene alguna produccién de
insulina endégena. El tratamiento combinado con un agonista de GLP-1 y un inhibidor de la funcién de IL-21 le permite
al paciente evitar o reducir la necesidad de terapia de insulina exdgena. El tratamiento combinado con un agonista de
GLP-1 y un inhibidor de la funcién de IL-21 en una modalidad conserva la funcién de las células beta en comparacion
con el tratamiento estandar con insulina exégena.

Breve descripcién de los dibujos
La Figura 1 muestra la glucosa en sangre (BGV) a lo largo del tiempo en el modelo NOD para animales de control

individuales no tratados (grafico superior) y animales individuales después de la administracion de liraglutida (grafico
inferior).
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La Figura 2 muestra la glucosa en sangre (BGV) a lo largo del tiempo en el modelo NOD para animales individuales
después de la administracion de anticuerpo anti-IL-21 (grafico superior) y animales individuales después de la
administracion de liraglutida y anticuerpo anti-IL-21 (grafico inferior).

Para cada uno de los regimenes de tratamiento, el nimero de animales fue de 10 por grupo al inicio del experimento,
sin embargo, durante el transcurso del experimento, algunos animales se retiraron del estudio y se sacrificaron debido
a los altos valores de glucosa en sangre (por encima de 600 mg/dl) y/o mala salud general; los animales sacrificados
se indican con "*". Para la Figura 1 grafico inferior y 2 grafica inferior, el periodo de tiempo que se muestra se extiende
a través de la fase de tratamiento con liraglutida (dias 0-35 después del inicio de la diabetes) y 35 dias adicionales de
monitoreo (indicado por "retiro de liraglutida").

La Figura 3 y la Figura 4 son similares a las Figura 1y 2, pero incluyen a todos los animales involucrados en el estudio
descrito en los ejemplos 1y 2. En la Figura 4, el "#" en el dia 35 significa que 3 ratones de cada uno de los grupos de
tratamiento con anti-IL-21 y combinado se sacrificaron para otro propdsito (evaluacion histolégica) y, por lo tanto, no
se monitorizaron mas.

Figura 5 Graficos de Kaplan-Meier - incidencia de diabetes y tasa de supervivencia

Se compilan los datos de los Ejemplos 1y 2. La liraglutida se administré diariamente durante 35 dias. El tiempo de las
administraciones de anti-IL-21 estd marcado por un triangulo/flecha en los ejes X. La significacion estadistica se
determind mediante la prueba de log-rank Mantel-cox. Los valores de p solo se muestran para las comparaciones que
tuvieron diferencias significativas. Todas las deméas comparaciones no fueron significativas. Tres animales del grupo
de monoterapia anti-IL-21, asi como también tres ratones del grupo de combinacién se sacrificaron en el dia 35 para
el andlisis histoldgico y no se incluyeron en el analisis de supervivencia del dia 70. A. Proporcion de ratones que
permanecen diabéticos durante el periodo de tratamiento. B. "Supervivencia" hasta 70 dias después del inicio de la
diabetes. La supervivencia se define como aquellos animales que no se volvieron hiperglucémicos terminales (BGV
>600 mg/dl durante 2 dias consecutivos). El area sombreada indica el retiro de la liraglutida. El nimero total de ratones
en los grupos de tratamiento 3 y 4 es de solo 15 por grupo (y no 18) debido a que los 3 ratones se retiraron para
histologia.

Descripcion

Los presentes inventores encontraron sorprendentemente que la administracién de un agonista de GLP-1, tal como
un péptido GLP-1, y un inhibidor de la funcién de IL-21 proporciona un control mejorado de los niveles de glucosa en
sangre en sujetos diabéticos, tal como una normalizacion duradera de los niveles de glucosa en sangre en los sujetos
diabéticos.

La presente descripcion se refiere al uso de un agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y un inhibidor de la
funcion de IL-21 para el tratamiento y/o prevencién de la diabetes tipo 1. En otras palabras, la presente descripcion se
refiere a un método para el tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1 que comprende la administracion de un
agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y un inhibidor de la funcién de IL-21 a un paciente que lo necesita.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y el inhibidor de la funcién de IL-21 son para
usar en un método para el tratamiento o prevencion de la diabetes tipo 1.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y el inhibidor de la funcién de IL-21 se administran
a un sujeto con diabetes tipo 1 recientemente diagnosticada. En una modalidad, el tratamiento se inicia dentro de las
12 semanas posteriores al diagnéstico. En una modalidad, el tratamiento se inicia dentro de las 8 semanas posteriores
al diagnoéstico. En una modalidad, el tratamiento se inicia dentro de las 4 semanas posteriores al diagnostico.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como un péptido GLP-1, y el inhibidor de la funcién de IL-21 se administran
a un sujeto con riesgo de desarrollar diabetes tipo 1, tal como sujetos con autoanticuerpos de islotes o sujetos con
riesgo genético sin autoanticuerpos de islotes.

En una modalidad, esta descripcion se refiere a la administracion de una cantidad efectiva de un agonista de GLP-1,
tal como un péptido GLP-1, y una cantidad efectiva de un inhibidor de la funcion de I1L-21.

Inhibidor de la funcién de IL-21

De acuerdo con esta descripcion, un inhibidor de la funcién de IL-21 es un agente con la capacidad de inhibir la
sefalizacion mediada por IL-21 y los efectos bioldgicos, tales agentes pueden describirse como neutralizantes de IL-
21. Los inhibidores de la funcién de IL-21 (también denominados antagonistas de IL-21/IL-21Ra) para su uso son
agentes con la capacidad de inhibir la sefializacion mediada por IL-21 y los efectos biolégicos. En una modalidad
preferida, los antagonistas de IL-21Ra para su uso son anticuerpos neutralizantes anti-IL-21 que tienen la capacidad
de competir con yC o con IL-21Ra para unirse a IL-21.
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En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es un anticuerpo que es capaz de unirse especificamente a IL-
21. En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es un anticuerpo anti-IL-21. En una modalidad, el inhibidor
de la funcién de IL-21 compite con una cadena del receptor para unirse a IL-21, en donde dicha cadena del receptor
se selecciona de la lista que consiste en: IL-21Ra (cadena especifica) y yC (cadena gamma comun).

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 compite con IL-21Ra por unirse a IL-21. En una modalidad, el
inhibidor de la funcion de IL-21 se une a las hélices 1y 3 de IL-21 humana.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a un epitopo discontinuo en IL-21, en donde dicho epitopo
comprende los aminoacidos 137 a Y52 y N92 a P108 como se establece en la SEQ ID NO 1.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a un epitopo discontinuo en IL-21, en donde dicho epitopo
comprende los aminoacidos dentro de la region de 137 a Y52 y dentro de la regién de N92 a P108 como se establece
enla SEQ ID NO 1.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une al menos a uno de R34, R38, Q41 y uno de K102 y R105
de IL-21 como se define en la SEQ ID NO 1.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a al menos uno, al menos dos, al menos 3, al menos
cuatro o los cinco de R34, R38, Q41, K012 y R105 de IL-21 como se define en la SEQ ID NO 1.

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 se une a un epitopo discontinuo en IL-21, en donde dicho inhibidor
tiene contacto directo (corte de 4,0 A) con al menos 15 de los residuos de aminoacidos 34, 37, 38, 41, 44, 45, 47, 48,
51, 52, 92, 94, 95, 97, 98, 99, 101, 102, 105, 106, 107 y 108.

En una modalidad, el anticuerpo tiene contacto directo con 137, R38, Q41, D44, 145, D47, Q48, N51 e Y52 (area de la
hélice 1). En una modalidad, el anticuerpo tiene contacto directo con N92, R94, 195, N97, V98, S99, K101, K102, R105,
K106, P107 y P108 de (area de la hélice 3).

Un ejemplo de un anticuerpo anti-IL-21 que compite con IL-21Ra para unirse a IL-21 es el anticuerpo "mAb 5", que es
un anticuerpo humano descrito por primera vez en el documento WO2010055366 como nimero de clon 362.78.1.44.
Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de mAb 5 se muestran en las SEQ ID NO 2+3 (version
del isotipo IgG1). En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es mAb 5. El anticuerpo mAb 5 se une a la
hélice 1+3 de IL-21 humana, o mas especificamente a los aminoacidos 137 a Y52 y N92 a P108, como se establece
en la SEQ ID NO 1. Las propiedades de unién del mAb 5 y sus variantes y sus ventajas (alta afinidad y potencia) se
describen con mayor detalle en el documento W02012098113.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es como se describe en los documentos W0O2010/055366 o
WO02012098113. En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se selecciona del grupo de anticuerpos
enumerados en la Tabla 1 del documento W02010/055366. En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo producido por el hibridoma designado 362.78.1.44 en el documento
W02010/055366, en donde el hibridoma se deposita en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo que tiene la
Designacion de Deposito de Patente ATCC PTA-8790.

JBC, VOL. 287, Num. 12, pags. 9454-9460, 16 de marzo de 2012 describe mas detalles sobre la unién de IL-21/IL-
21Ra.

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 es un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de
anticuerpo que comprende:

(a) una regién de cadena pesada que comprende:
(i) una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la SEQ ID NO: 15;
(i) una region variable de cadena pesada CDR2 que comprende la SEQ ID NO: 16; y
(iii) una region variable de cadena pesada CDR3 que comprende la SEQ ID NO: 17;y
(b) una regién de cadena ligera que comprende:
(i) una region variable de cadena ligera CDR1 que comprende la SEQ ID NO: 19;
(i) una regioén variable de cadena ligera CDR2 que comprende la SEQ ID NO: 20; y

(iii) una region variable de cadena ligera CDR3 que comprende la SEQ ID NO: 21 o 22;
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y en donde la porcion Fc del anticuerpo se modifica opcionalmente con sustituciones de aminoacidos para reducir la
funcion efectora.

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 es un anticuerpo monoclonal anti-IL-21 humana o fragmento de
anticuerpo que comprende i) los residuos de aminoacidos 20 a 145 de la SEQ ID NO: 14 y los residuos de aminoacidos
21 a 126 de la SEQ ID NO: 18; o ii) los residuos de aminoacidos 1 a 145 de la SEQ ID NO: 14 y los residuos de
aminoacidos 1 a 126 de la SEQ ID NO: 18; y en donde la porcion Fc del anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.

La porcién Fc puede optimizarse aliin mas para aumentar el perfil biofisico/bioquimico o el perfil de la funcién efectora.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 comprende las tres secuencias de CDR como se establece en la
SEQ ID NO 2y las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 3.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es un anticuerpo anti-IL-21 que compite con yC por unirse a IL-
21. En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a las hélices 2 y 4 de IL-21 humana. En una modalidad,
el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a un epitopo que comprende los aminoacidos Glu 65, Asp 66, Val 67, Glu
68, Thr 69, Asn 70, Glu 72, Trp 73, Lys 117, His 118, Arg 119, Leu 143, Lys 146, Met 147, His 149, GIn 150, y His 151
como se establece en la SEQ ID NO 1.

Un ejemplo de un anticuerpo anti-IL-21 que compite con yC por unirse a IL-21 es el anticuerpo "mAb 14", que es un
anticuerpo humano descrito por primera vez en el documento W02010055366 como numero de clon 366.328.10.63.
mAb 14 se une a la hélice 2+4 de IL-21 humana. Mas especificamente, mAb 14 se une a Glu 65, Asp 66, Val 67, Glu
68, Thr 69, Asn 70, Glu 72, Trp 73, Lys 117, His 118, Arg 119, Leu 143, Lys 146, Met 147, His 149, GIn 150 y His 151
de IL-21 humana como se describe en el documento WO2012164021. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas
pesada y ligera de mAb 14 se muestran en las SEQ ID NO 4+5. Otros ejemplos de anticuerpos anti-1l-21 que compiten
con yC por unirse a IL-21 se describen en el documento W02012164021

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 es mAb 14.

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 comprende las tres secuencias de CDR como se establece en la
SEQ ID NO 4 y las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 5.

Los tipos de anticuerpos mAb 5 y mAb 14 generalmente se caracterizan por tener una afinidad inusualmente alta (en
el intervalo nanomolar) por IL-21 y una alta potencia para neutralizar los efectos inducidos por IL-21.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 compite con mAb5 por unirse a IL-21. El inhibidor puede ser un
anticuerpo del mismo grupo que mAb5.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 compite con mAb14 por unirse a IL-21. El inhibidor puede ser un
anticuerpo del mismo grupo que mAbS5.

Otras modalidades de inhibidores de la funcién de IL-21 o antagonistas de IL-21Ra neutralizantes para su uso son
aquellos que compiten con IL-21 por unirse a IL-21Ra. Los antagonistas de IL-21Ra para su uso son preferentemente
agentes que unen los bucles que conectan las hebras 3 de IL-21Ra. Los bucles AB, CD, EF, B'C'y F'G"y el enlazador
contienen residuos implicados en la unioén de IL-21. En IL-21R, Tyr36 en el bucle CD, Met 89 y Asp 91 en el bucle EF,
y Tyr 148 en el bucle B'C' son los que mas contribuyen a la superficie de unién. El bucle mas importante es el bucle
EF, que suministra 7 de los 20 aminoacidos de IL-21R que participan en la union de IL-21.

Los anticuerpos anti IL-21R para su uso pueden unirse al bucle EF. Los anticuerpos anti-IL-21R preferidos para su
uso se unen a un grupo de al menos 10 residuos de aminoacidos seleccionados de: Tyr 29, GIn 52, GIn 54, Tyr 55,
Glu 57, Leu 58, Phe 86, His 87, Phe 88, Met 89, Ala 90, Asp 91, Asp 92, lle 93, Leu 113, Ala 115, Pro 145, Ala 146,
Tyr 148, Met 149, Lys 153, Ser 209, Tyr 210 de IL-21R (SEQ ID NO 6).

IL-21/IL-21Ra, tal como los anticuerpos anti-IL-21R o antagonistas para su uso, son anticuerpos que interfieren con la
union de IL-21Ra con yC y, por lo tanto, con el ensamblaje del complejo IL-21/IL-21Ra/yC.

En una modalidad, el inhibidor de la funcién de IL-21 se une a IL-21 y de ese manera inhibe la funcion de IL-21. El
inhibidor de la funcion de IL-21 puede ser una proteina de fusién que comprende un fragmento del receptor de IL-21
que se une a IL-21, tal como el producto recombinante "IL-21R(human):Fc(human) (rec.)" Producido por Chimerigen
y disponible comercialmente de, por ejemplo, www.biomol.de como articulo nim. CHI-HF-21021R-C100.

En una modalidad, el inhibidor de la funcion de IL-21 se une especificamente a IL-21 con una afinidad de unién de 107
M-" o mayor, 108 M-" o0 mayor, 10° M- 0 mayor, 10" M-" 0 mayor, 10" M-' 0 mayor, o 10'> M-! 0 mayor.
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Un inhibidor o anticuerpo "neutralizante" de IL-21 de acuerdo con esta descripcidn es una molécula que tiene la
capacidad de inhibir significativamente la sefializacién a través de IL-21Ra. Los efectos neutralizantes se pueden
evaluar en varios ensayos funcionales mediante el uso de células que expresan IL-21R y yC, por ejemplo, tal como el
ensayo de bioactividad que usa células NK92 y ensayos de proliferacion de células B como se describe en los
documentos W02012/098113 y WO2012/164021 y se ejemplifica en el Ensayo Il y IV en la presente descripcion. Una
IC50 en el intervalo nanomolar en el ensayo de proliferacion de células B se considera un inhibidor neutralizante de
IL-21 altamente efectivo. En general, las moléculas con efectos neutralizantes similares a los anticuerpos descritos en
la presente descripcion deben considerarse inhibidores neutralizantes de IL-21.

El término "anticuerpo”, "anticuerpo recombinante”, "anticuerpo monoclonal" y "mAb", como se usa en la presente
descripcién, se refiere a moléculas de inmunoglobulina y sus fragmentos que tienen la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno. Los anticuerpos de longitud completa comprenden cuatro (0 mas) cadenas
polipeptidicas, es decir, al menos dos cadenas pesadas (H) y al menos dos cadenas ligeras (L) interconectadas
mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada se compone por una region variable de la cadena pesada (abreviada
en la presente como VH) y una regién constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada se
compone por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera se compone por una regioén variable de la cadena
ligera (abreviada en la presente como VL) y una regidn constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena
ligera se compone por un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro
FR, dispuestos desde el terminal amino al terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Las regiones variables y las CDR en una secuencia de anticuerpo pueden identificarse al alinear las
secuencias contra una base de datos de regiones variables conocidas (las marcos y las CDR se definen de acuerdo
con el esquema de numeracion de Kabat en la presente descripcion — (Kabat, EA, Wu, TT, Perry, HM, y ofros,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de
EE.UU., Servicio de Salud Publica, Institutos Nacionales de Salud, Publicacién NIH Num. 91-3242, 1991).

El fragmento de regién cristalizable ("regién Fc"/"dominio Fc") de un anticuerpo comprende las regiones de cola de un
anticuerpo que interacttian con los receptores de la superficie celular llamados receptores Fc y algunas proteinas del
sistema del complemento. Esta propiedad permite que los anticuerpos activen el sistema inmune. Sin embargo, el
dominio Fc puede comprender mutaciones de aminoacidos que resultan en la modificacion de estas funciones
efectoras. Preferentemente, un dominio Fc modificado comprende una o mas, preferentemente todas las siguientes
mutaciones que resultaran en una menor afinidad por determinados receptores Fc (L234A, L235E, y G237A) y en una
disminucion de la fijacion del complemento mediada por C1q (A330S y P331S), respectivamente (numeracion de
residuos de acuerdo con el indice de la EU). Tales dominios Fc alin conservaran una larga vida media en circulacion
in vivo.

La otra parte de un anticuerpo, llamada "region Fab"/"dominio Fab"/"fragmento Fab", contiene regiones variables que
definen la diana especifica que el anticuerpo puede unir. Los fragmentos Fab pueden producirse a partir de anticuerpos
intactos mediante el uso de métodos bien conocidos, por ejemplo, mediante escision proteolitica con enzimas tales
como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab')2). Alternativamente, los
fragmentos de anticuerpos pueden producirse de forma recombinante, mediante el uso de tecnologias estandar de
ADN recombinante y expresion de proteinas.

Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del término "anticuerpo” incluyen, por lo tanto, pero no se
limitan a: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii)
fragmentos F(ab)2 y F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento scFv que
consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y otros, (1989)
Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una regién determinante de la complementariedad aislada
(CDR). Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, se codifican por genes separados, pueden
unirse, mediante métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite formarse como una sola cadena
de proteina en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de
cadena sencilla (scFv); véase, por ejemplo, Bird y otros (1988) Science 242: 423-426: y Huston y otros (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci USA 85: 5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla también estan destinados a estar abarcados
en el término "anticuerpo”. Otras formas de anticuerpos de cadena sencilla, tal como los diacuerpos, también se
incluyen dentro del término "anticuerpo”. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos en los que los
dominios VH y VL se expresan en una sola cadena polipeptidica, pero que usan un enlazador que es demasiado corto
para permitir el apareamiento entre los dos dominios sobre la misma cadena, lo que obliga a los dominios a aparearse
con dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno (véase, por ejemplo, Hol-liger,
P., y otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, RJ, y otros (1994) Structure 2:1121-1123).

Se entiende que el antigeno puede tener uno o més epitopos que comprenden (1) determinantes antigénicos que
consisten en cadenas peptidicas individuales, (2) epitopos conformacionales que comprenden una o mas cadenas
peptidicas espacialmente contiguas cuyas secuencias de aminoacidos respectivas se ubican desunidas a lo largo de
la secuencia polipeptidica; y (3) epitopos postraduccionales que comprenden, ya sea en su totalidad o en parte,
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estructuras moleculares unidas covalentemente al antigeno después de la traduccién, tales como grupos de
carbohidratos o similares.

Los términos "anticuerpo humano", "anticuerpos humanos", como se usa en la presente descripcion, significa
anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea
germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
sitio especifica in vitro o por mutaciéon somatica in vivo), por ejemplo en las CDR y en particular CDR3.

Los anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de anticuerpos que se originan de otra especie de
mamifero (como, por ejemplo, un ratén), se han injertado en secuencias marco humanas y, opcionalmente,
potencialmente modificadas por mutagénesis se denominan "anticuerpos humanizados".

El término "anticuerpo quimérico" o "anticuerpos quiméricos" se refiere a anticuerpos donde los genes de la cadena
ligera y pesada se han construido, tipicamente mediante ingenieria genética, a partir de genes de region variable y
constante de inmunoglobulinas que pertenecen a diferentes especies. Por ejemplo, los segmentos variables de genes
de un anticuerpo monoclonal de ratén pueden unirse a segmentos constantes humanos.

El término “epitopo”, como se usa en la presente descripcion, se define en el contexto de una interaccién molecular
entre un “polipéptido de unién a antigeno”, tal como un anticuerpo (Ab) y su antigeno (Ag) correspondiente.
Generalmente, “epitopo” se refiere al area o regiéon en un Ag a la que se une especificamente un Ab, es decir, el area
0 region en contacto fisico con el Ab. El contacto fisico puede definirse a través de varios criterios (por ejemplo, un
limite de distancia de 2-6 A, tal como 3 A, tal como 4 A, tal como 5 A; o la accesibilidad a solventes) para 4tomos en
las moléculas de Ab y Ag. Un epitopo de proteina puede comprender residuos de aminoacidos en el Ag que se
involucran directamente en la unién a un Ab (también llamado el componente inmunodominante del epitopo) y otros
residuos de aminoacidos, que no se involucran directamente en la unién, tal como los residuos de aminoacido del Ag
que se bloquean efectivamente por el Ab, es decir, residuos de aminoacidos dentro de la "superficie excluida al
solvente" y/o la "huella" del Ab.

El epitopo para un par anticuerpo (Ab)/antigeno (Ag) dado puede describirse y caracterizarse a niveles diferentes de
detalle mediante el uso de una variedad de métodos experimentales y computacionales de mapeo de epitopos. Los
métodos experimentales incluyen mutagénesis, cristalografia de rayos X, espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), Espectrometria de Masa de Intercambio de Deuterio de Hidrégeno (HX-MS) y diversos métodos de
union por competencia; métodos que se conocen en la técnica. Como cada método depende de un principio Unico, la
descripcién de un epitopo se une intimamente al método mediante el cual se ha determinado. Por lo tanto, en
dependencia del método de mapeo de epitopos empleado, el epitopo para un par de Ab/Ag dado puede describirse
de manera diferente.

Los anticuerpos que se unen al mismo antigeno pueden caracterizarse con respecto a su capacidad de unirse
simultdneamente a su antigeno comun y pueden someterse a “unién por competencia’/“mapeo de epitopos”. En el
presente contexto, el término “agrupacion” se refiere a un método para agrupar anticuerpos que se unen al mismo
antigeno. La “agrupacién” de anticuerpos puede basarse en la uniéon por competencia de dos anticuerpos a su antigeno
comun en ensayos basados en técnicas estandar tales como resonancia de plasmones superficiales (SPR), ELISA o
citometria de flujo.

Un “grupo” del anticuerpo se define mediante el uso de un anticuerpo de referencia. Si un segundo anticuerpo no es
capaz de unirse a un antigeno al mismo tiempo que el anticuerpo de referencia, se dice que el segundo anticuerpo
pertenece al mismo “grupo” que el anticuerpo de referencia. En este caso, la referencia y el segundo anticuerpo se
unen competitivamente a la misma parte de un antigeno y se denominan “anticuerpos competitivos”. Si un segundo
anticuerpo es capaz de unirse a un antigeno al mismo tiempo que el anticuerpo de referencia, se dice que el segundo
anticuerpo pertenece a un “epitopo” separado. En este caso, la referencia y el segundo anticuerpo no se unen
competitivamente a la misma parte de un antigeno y se denominan “anticuerpos no competitivos”.

El término "afinidad", como se usa en la presente descripcion, define la fuerza de la unién de un receptor y un ligando,
con frecuencia la unién de un anticuerpo a un epitopo. La afinidad de un anticuerpo se mide por la constante de
disociacion de equilibrio KD, definida como [Ab] x [Ag] / [Ab-Ag] donde [Ab-Ag] es la concentracion molar del complejo
anticuerpo-antigeno, [Ab] es la concentracion molar del anticuerpo no unido y [Ag] es la concentracién molar del
antigeno no unido en equilibrio. La KD también se puede describir a partir de la cinética de la formacién y disociacion
del complejo, determinada, por ejemplo, mediante el método SPR. Las constantes de velocidad correspondientes a la
asociacion y la disociacién de un complejo monovalente se denominan como la constante de la tasa de asociacién ka
(o kon) y constante de la tasa de disociacion kd (o koff), respectivamente. KD se relaciona entonces con ka y kd a
través de la ecuacion KD = kd/ka. La constante de afinidad KA se define por 1/KD. Los métodos preferidos para
determinar la especificidad y afinidad de anticuerpos por inhibicién competitiva pueden encontrarse en Harlow, y otros,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1988),
Colligan y otros, eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. y Wiley Interscience, NY, (1992,
1993), y Muller, Meth. Enzymol. 92:589-601 (1983). Se prefiere el uso de anticuerpos de alta afinidad en relacién con
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la presente invencion, por ejemplo, anticuerpos que se unen especificamente al antigeno con una afinidad de union
medida, por ejemplo, mediante SPR de, por ejemplo, 107 M-1 o mayor, 108 M-1 o mayor, 109 M-1 o mayor , 1010 M-
1 o mayor, 1011 M-1 o mayor, o 1012 M-1 o mayor.

En una modalidad, los términos "anticuerpo anti-IL-21" y "anti-IL-21" se usan indistintamente en la presente descripcion
y se refieren a un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse especificamente a IL-21.

Los antagonistas de IL-21/IL-21Ra, tales como los anticuerpos anti-IL-21, para usar en la invencién pueden producirse
mediante técnicas de acido nucleico recombinante. En general, una secuencia de acido nucleico de la Proteina X de
tipo salvaje clonada se modifica para codificar la proteina deseada. Esta secuencia modificada se inserta después en
un vector de expresion, que a su vez se transforma o transfecta en células huésped.

Secuencias

Para obtener informacion adicional sobre la secuencia, se hace referencia al listado de secuencias.

SEQ ID NO 1: hIL-21 (incluido el péptido sefial que abarca los aminoacidos 1-29 - epitopo de mAb 5 se muestra en
negrita; el sitio de unioén a IL-21Ra se muestra subrayado; los residuos de aminoacidos que forman el epitopo de mAb
14 se muestran con letras mindsculas en cursiva).
MRSSPGNMERIVICLMVIFLGTLVHKSSSQGQDRHMIRMRQLIDIVDQLKNYVNDLVPEFLPAPedvetnCewSAFSCFQ

KAQLKSANTGNNERIINVSIKKLKRKPPSTNAGRRQkhrLTCPSCDSYEKKPPKEFLERFKSILQkmIhghLSSRTHGSED
S.

Las cuatro hélices que abarcan los siguientes aminoacidos; Hélice 1 aa 32-57, Hélice 2 aa 72-81, Hélice 3 aa 93-103
y Hélice 4 aa 133-149.

SEQ ID NO 2: "mAb 5": cadena ligera (péptido sefial omitido - secuencias de CDR se muestran en negrita/subrayado
- region constante se muestra en letras minusculas):

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISR
LEPEDFAVYYCQQYGSWTFGQGTKVEIKRtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfypreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstysl
sstltlskadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec.

SEQ ID NO 3: "mAb 5": cadena pesada del isotipo IgG1 (péptido sefial omitido - secuencias CDR se muestran en
negrita/subrayada - region constante se muestra en letras minusculas):

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAFIWYDGSDKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGDSSDWYGDYYFGMDVWGQGTTVTVSSastkgpsvfplapsskstsggtaalgclvkdyfpe
pvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpsssigtqtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapeaegapsvflfppkpkdtimisrtpevtcy
vvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkalpssiektiskakgqprepqvytlppsrdeltkngvsliclvk
gfypsdiavewesngqgpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwqggnvfscsvmhealhnhytgkslsispgk.

SEQ ID NO 4: "mAb 14" cadena ligera (péptido sefial omitido - secuencias CDR se muestran en negrita/subrayada, la
regién constante se muestra en letras minasculas):

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIDSALAWYQQKPGKAPKILIHDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQFNSYPYTFGQGTKLEIKRtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfypreakvgwkvdnalgsgnsqesvteqdskdstysls
stitiskadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec.

SEQ ID NO 5: "mAb 14" cadena pesada del isotipo 1IgG4 (péptido sefial omitido - secuencias CDR se muestran en
negrita/subrayada, regiéon constante mostrada en letras mindsculas):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFIFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSITSGSYYIHYADSVKGRFTISRDNAKN
SLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRERGWGYYGMDVWGQGTTVTVSSastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgal
tsgvhtfpavlgssglyslssvvtvpssslgtktytcnvdhkpsntkvdkrveskygppcpscpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfn
wyvdgvevhnaktkpreeqgfnstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkglpssiektiskakggprepqvytlppsqeemtknqvsltclvkgfypsdiavewes
ngqpennykttppvldsdgsfflysritvdksrwgegnvfscsvmhealhnhytgkslsisigk.

SEQ ID NO 6: IL-21Ra (incluida la secuencia de sefial):

MPRGWAAPLLLLLLQGGWGCPDLVCYTDYLQTVICILEMWNLHPSTLTLTWQDQYEELKDEATSCSLHRSAHNATHA
TYTCHMDVFHFMADDIFSVNITDQSGNYSQECGSFLLAESIKPAPPFNVTVTFSGQYNISWRSDYEDPAFYMLKGKLQ
YELQYRNRGDPWAVSPRRKLISVDSRSVSLLPLEFRKDSSYELQVRAGPMPGSSYQGTWSEWSDPVIFQTQSEELK
EGWNPHLLLLLLLVIVFIPAFWSLKTHPLWRLWKKIWAVPSPERFFMPLYKGCSGDFKKWVGAPFTGSSLELGPWSP
EVPSTLEVYSCHPPRSPAKRLQLTELQEPAELVESDGVPKPSFWPTAQNSGGSAYSEERDRPYGLVSIDTVTVLDAE
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GPCTWPCSCEDDGYPALDLDAGLEPSPGLEDPLLDAGTTVLSCGCVSAGSPGLGGPLGSLLDRLKPPLADGEDWAG
GLPWGGRSPGGVSESEAGSPLAGLDMDTFDSGFVGSDCSSPVECDFTSPGDEGPPRSYLRQWVVIPPPLSSPGPQ
AS.

SEQ ID NO 7: yC (cadena gamma comun/IL-2Ry) incluida secuencia sefial:
MLKPSLPFTSLLFLQLPLLGVGLNTTILTPNGNEDTTADFFLTTMPTDSLSVSTLPLPEVQCFVFNVEYMNCTWNSSSE
PQPTNLTLHYWYKNSDNDKVQKCSHYLFSEEITSGCQLQKKEIHLYQTFVVQLQDPREPRRQATQMLKLQNLVIPWA
PENLTLHKLSESQLELNWNNRFLNHCLEHLVQYRTDWDHSWTEQSVDYRHKFSLPSVDGQKRYTFRVRSRFNPLCG
SAQHWSEWSHPIHWGSNTSKENPFLFALEAVVISVGSMGLISLLCVYFWLERTMPRIPTLKNLEDLVTEYHGNFSAW
SGVSKGLAESLQPDYSERLCLVSEIPPKGGALGEGPGASPCNQHSPYWAPPCYTLKPET.

SEQ ID NO 11: IL-21 de raton recombinante:

MHKSSPQGPD RLLIRLRHLI DIVEQLKIYE NDLDPELLSA PQDVKGHCEH AAFACFQKAK LKPSNPGNNK
TFIIDLVAQL RRRLPARRGG KKQKHIAKCP SCDSYEKRTP KEFLERLKWL LQKMIHQHLS

SEC ID No 12: secuencia de aminoacidos del anti-IL-21 sustituto de ratén - cadena ligera variable (isotipo
mlgG1/kappa)

MDFQVQIFSF LLISASVILS RGQTVLIQSP AIMSASPGEK VTMTCSASSS VSYMHWYQQK SGTSPKRWIY
DTSKLASGVP ARFSGSGSGT SYSLTISSME AEDAATYYCQ QWNSNPPTFG GGTKLEMK

SEC ID No 13: secuencia de aminoacidos del anti-IL-21 sustituto de raton - cadena pesada variable (isotipo
migG1/kappa):

MNFGPSLIFL VLILKGVQCE VQLVESGGGL VKPGGSLKLS CAASGFTFNR YSMSWVRQSP EKRLEWVAEI
SVGGSYTQYV DIVTGRFTIS RDNAKNTLYL EMSSLRSEDT AMYYCARLYY SGSGDSYYYA MDYWGQGTSV TVSS

SEQID NO 14:

MEFGLSWVFL VALLRGVQCQ VQLVESGGGV VQPGRSLRLS CAASGFTFSS YGMHWVRQAP GKGLEWVAFI
WYDGSDKYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLYL QMNSLRAEDT AVYYCARDGD SSDWYGDYYF GMDVWGQGTT
VTVSS

SEQID NO 15: SYGMH

SEQ ID NO 16: FINYDGSDKY YADSVKG

SEQID NO 17: DGDSSDWYGD YYFGMDV

SEQ ID NO 18: METPAQLLFL LLLWLPDTTG EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SSYLAWYQQK
PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYGSWTFGQG TKVEIK

SEQ ID NO 19: RASQSVSSSY LA

SEQ ID NO 20: GASSRAT

SEQ ID NO 21: QQYGSWT

SEQID NO 22: TYGMH

Agonistas del receptor de GLP-1

Un agonista del receptor puede definirse como un analogo que se une a un receptor e induce una respuesta tipica del
ligando natural. Un agonista completo puede definirse como uno que induce una respuesta de la misma magnitud que
el ligando natural (véase por ejemplo “Principles of Biochemistry”, AL Lehninger, DL Nelson, MM Cox, Segunda
edicion, Worth Publishers, 1993, pagina 763).

De esta forma, por ejemplo, un “agonista del receptor de GLP-1" o un “agonista de GLP-1" puede definirse como un
compuesto que es capaz de unirse al receptor de GLP-1y es capaz de activarlo. Y un agonista “completo” del receptor
de GLP-1 puede definirse como un agonista del receptor de GLP-1 que es capaz de inducir una magnitud de la

respuesta del receptor de GLP-1 que es similar al GLP-1 humano.

Agonistas de GLP-1
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En una modalidad, el agonista de GLP-1 es un péptido GLP-1 seleccionado de GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-
36)-amida, GLP-1 (7-37), GLP-1 (7-38), GLP-1 (7-39), GLP-1 (7-40), GLP-1 (7-41) o un analogo o derivado de los
mismos. En una modalidad, el péptido GLP-1 comprende no mas de 15, tal como no mas de 10 o no mas de 6,
residuos de aminoacidos que se han sustituido, insertado o eliminado en comparaciéon con GLP-1 (7-37). En una
modalidad, el péptido GLP-1 comprende no mas de 5, tal como no mas de 4 o no mas de 3, residuos de aminoacidos
que se han sustituido, insertado o eliminado en comparacion con GLP-1 (7-37). En una modalidad, el péptido GLP-1
comprende no mas de 4 residuos de aminoacidos que no se codifican por el codigo genético.

En aun otra modalidad, el agonista de GLP-1 es exendina-4 o exendina-3, un analogo de exendina-4 o exendina-3, o
un derivado de cualquiera de estos.

En una modalidad, los agonistas de GLP-1 para usar en la invencién tienen actividad de GLP-1. En una modalidad,
se entiende que un "agonista de GLP-1" se refiere a cualquier compuesto, que incluye péptidos y compuestos no
peptidicos, que activan total o parcialmente el receptor de GLP-1 humano. En una modalidad, el "agonista de GLP-1"
es cualquier molécula pequefa peptidica o no peptidica que se une a un receptor de GLP-1, preferentemente con una
constante de afinidad (KD) o una potencia (EC50) menor a 1 uM, por ejemplo, menor a 100 nM, medida mediante
métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO 98/08871).

En una modalidad, se entiende que un "agonista de GLP-1" se refiere a un péptido, que activa total o parcialmente el
receptor de GLP-1 humano. En una modalidad, el "agonista de GLP-1" es cualquier péptido que se une a un receptor
de GLP-1, preferentemente con una constante de afinidad (KD) o una potencia (EC50) menor a 1 uM, por ejemplo,
menor a 100 nM, medida mediante métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO 98/08871).
En una modalidad, se entiende que "un agonista de GLP-1" se refiere a cualquier compuesto, que incluye péptidos y
compuestos no peptidicos, que activan total o parcialmente el receptor de GLP-1 humano. En una modalidad, el
"péptido GLP-1" es cualquier molécula pequefia peptidica o no peptidica que se une a un receptor de GLP-1,
preferentemente con una constante de afinidad (KD) o una potencia (EC50) menor a 1 uM, por ejemplo, menor a 100
nM, medida mediante métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO 98/08871). En una
modalidad, un "agonista de GLP-1" no es un compuesto no peptidico, tal como una molécula pequefia no peptidica.

En una modalidad, los métodos para identificar agonistas de GLP-1 se describen en el documento WO 93/19175 (Novo
Nordisk A/S) y los ejemplos de agonistas de GLP-1 adecuados que pueden usarse de acuerdo con la presente
invencion incluyen los mencionados en el documento WO 2005/027978. (Novo Nordisk A/S), cuyas ensefianzas se
incorporan en la presente como referencia. “Actividad de GLP-1" se refiere a la capacidad de unirse al receptor de
GLP-1 e iniciar una via de transduccion de sefiales que resulta en la accién insulinotrépica u otros efectos fisioldgicos
como se conoce en la técnica. Por ejemplo, los agonistas de GLP-1 de la invencién pueden analizarse para determinar
la actividad de GLP-1 mediante el uso del ensayo descrito en el Ensayo (I) en la presente descripcion. En una
modalidad, el agonista de GLP-1 tiene una EC50 de 3000 pM o inferior, tal como de 500 pM o inferior o de 100 pM o
inferior, determinada opcionalmente mediante el Ensayo (l).

En audn otra modalidad, el agonista de GLP-1 es un agonista de GLP-1 estable. Como se usa en la presente
descripcion, "un agonista de GLP-1 estable" (por ejemplo, un "péptido GLP-1 estable") significa un agonista de GLP-
1 que exhibe una vida media de eliminacién en plasma in vivo de al menos 24 horas en el hombre, opcionalmente
determinada mediante el método descrito a continuaciéon. Se pueden encontrar ejemplos de agonistas de GLP-1
estables (por ejemplo, péptidos GLP-1) en el documento WO2006/097537. En una modalidad, el agonista de GLP-1
es un péptido GLP-1 protegido con DPPIV. En una modalidad, el péptido GLP-1 se estabiliza con DPPIV.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 tiene una vida media de al menos 24 horas, tal como al menos 48 horas, al
menos 60 horas o al menos 72 horas, o tal como al menos 84 horas, al menos 96 horas, o al menos 108 horas, u
opcionalmente al menos 120 horas, al menos 132 horas, o al menos 144 horas, en donde dicha vida media se
determina opcionalmente en humanos o minicerdos, por ejemplo mediante el Ensayo (ll).

En una modalidad, el método para determinar la vida media de eliminacién en plasma de un compuesto en el hombre
se puede llevar a cabo de la siguiente manera: El compuesto se disuelve en un tampon isoténico, pH 7,4, PBS o
cualquier otro tampdén adecuado. La dosis se inyecta periféricamente, preferentemente en el abdomen o la parte
superior del muslo. Se toman muestras de sangre para la determinacion del compuesto activo a intervalos frecuentes
y durante un tiempo suficiente para cubrir la parte de eliminacion terminal (por ejemplo, Predosis, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
10, 12, 24 (dia 2), 36 (dia 2), 48 (dia 3), 60 (dia 3), 72 (dia 4) y 84 (dia 4) horas después de la dosis). La determinacion
de la concentracion del compuesto activo se realiza como se describe en Wilken y otros, Diabetologia 43 (51), 2000.
Los parametros farmacocinéticos derivados se calculan a partir de los datos de concentracion-tiempo para cada sujeto
individual mediante el uso de métodos no compartimentales, con el uso del software WinNonlin Versién 2.1
comercialmente disponible (Pharsight, Cary, NC, EE.UU.). La constante de velocidad de eliminacion terminal se estima
mediante regresion logaritmica lineal en la parte logaritmica lineal terminal de la curva de concentracion-tiempo, y se
usa para calcular la vida media de eliminacién.
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En una modalidad, el agonista de GLP-1 es un derivado de GLP-1. En una de tales modalidades, el péptido GLP-1 se
une a un espaciador hidrofilico a través del residuo de aminoacido en la posicién 23, 26, 34, 36 o 38 con respecto a la
secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-37).

En una modalidad, el derivado de GLP-1 comprende un residuo de uniéon a albumina que se une covalentemente,
opcionalmente a través de un espaciador hidrofilico. En una modalidad, dicho residuo de unién a albumina se une
covalentemente, opcionalmente a través de un espaciador hidrofilico, al residuo de aminoacido C-terminal de dicho
péptido GLP-1 o un residuo de aminoacido que no es el residuo de aminoacido C-terminal. En una modalidad, el
péptido GLP-1 se une a un espaciador hidrofilico a través del residuo de aminoacido en la posicion 23, 26, 34, 36 o
38 con respecto a la secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-37).

El péptido  similar al  glucagén-1 humano es  GLP-1 (7-37) 'y tiene la  secuencia
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO 8). GLP-1 (7-37) también se puede designar GLP-1
"nativo”. En el listado de secuencias, al primer residuo de aminoacido de GLP-1 (7-37) (histidina) se le asigna el num.
1. Sin embargo, en lo siguiente, de acuerdo con la practica establecida en la técnica, este residuo de histidina se
denomina como num. 7, y los residuos aminoacidicos posteriores se enumeran por consiguiente, terminando con la
glicina num. 37. Por lo tanto, generalmente, cualquier referencia en la presente descripciéon al nimero del residuo
aminoacidico o un numero de la posicion de la secuencia de GLP-1(7-37) es a la secuencia que comienza con His en
la posicién 7 y termina con Gly en la posicion 37. Los analogos de GLP-1 pueden referenciarse mediante el uso de las
posiciones de aa correspondientes.

Un ejemplo no limitativo de la nomenclatura de un analogo adecuada es [Aib8Arg34Lys37]GLP-1(7-37), que designa
un analogo de GLP-1 (7-37), en el que la alanina en la posicion 8 se ha sustituido por acido a-aminoisobutirico (Aib),
la lisina en la posicion 34 se ha sustituido por arginina, y la glicina en la posicion 37 se ha sustituido por lisina.

El término "péptido”, como se usa, por ejemplo, en el contexto de los péptidos GLP-1 de esta descripcion, se refiere a
un compuesto que comprende una serie de aminoacidos interconectados por enlaces amida (o peptidicos).

Los péptidos de esta descripcién comprenden al menos cinco aminoacidos constituyentes conectados mediante
enlaces peptidicos. En modalidades particulares el péptido comprende al menos 10, preferentemente al menos 15,
con mayor preferencia al menos 20, incluso con mayor preferencia al menos 25, o con la maxima preferencia al menos
28 aminoacidos. En modalidades particulares, el péptido consiste en, i) 29, ii) 30, iii) 31, o iv) 32 aminoacidos.

En una modalidad el péptido GLP-1 exhibe al menos 60 %, 65 %, 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia con
GLP-1(7-37) en toda la longitud de GLP-1(7-37). Como un ejemplo de un método para la determinacion de la identidad
de secuencia entre dos analogos, los dos péptidos [Aib8]GLP-1(7-37) y GLP-1(7-37) se alinean. La identidad de
secuencia de [Aib8]GLP-1(7-37) con relacion a GLP-1(7-37) se da por el numero de residuos idénticos alineados
menos el numero de residuos diferentes dividido por el nimero total de residuos en GLP-1(7-37). En consecuencia,
en dicho ejemplo la identidad de secuencia es (31-1)/31. En una modalidad, los restos no peptidicos del péptido GLP-
1 no se incluyen cuando se determina la identidad de secuencia.

El término "derivado” es distinto en la presente descripcidn del término "conjugado”. Un derivado, tal como un derivado
de GLP-1, comprende uno o mas sustituyentes o cadenas laterales de una estructura bien definida unida
covalentemente a uno o mas residuos de aminoacidos especificos del péptido, en la presente descripcidon
principalmente un péptido GLP-1. Un conjugado, en cambio, se refiere a un compuesto que tiene una molécula grande,
tipicamente recombinante (tal como IgG-Fc o albumina) unida covalentemente al péptido a través de un enlazador
sintético (distinguido de esta manera de las proteinas de fusion).

En una modalidad, el agonista de GLP-1 es un derivado peptidico de GLP-1. En una modalidad, el término “derivado”
como se usa en la presente descripcion en el contexto de un péptido GLP-1 o analogo significa un péptido GLP-1 o
analogo modificado quimicamente, en el que uno o mas sustituyentes se han unido covalentemente al péptido o
analogo. El sustituyente también puede referirse a una cadena lateral (no debe confundirse con cadenas laterales de
aminoacidos). Las modificaciones tipicas son amidas, carbohidratos, grupos alquilo, grupos acilo, ésteres y similares.
Un ejemplo de un derivado del GLP-1(7-37) es Ne26-(y-Glu(Na-hexadecanoil)) - [Arg34, Lys25]) GLP-1 (7- 37). En
una modalidad particular, la cadena lateral es capaz de formar agregados no covalentes con albumina, promoviendo
asi la circulacion del péptido GLP-1 en el torrente sanguineo, y también tiene el efecto de prolongar el tiempo de accion
del péptido GLP-1, debido al hecho de que el agregado del péptido GLP-1 y la albumina solo se desintegra lentamente
para liberar el ingrediente farmacéutico activo. Por lo tanto, el sustituyente, o cadena lateral, como un todo puede
referirse a un resto de unién a albdmina.

En modalidades particulares, la cadena lateral tiene al menos 10 atomos de carbono, o al menos 15, 20, 25, 30, 35, o
al menos 40 atomos de carbono. En modalidades particulares adicionales, la cadena lateral puede incluir, ademas, al
menos 5 heteroatomos, en particular O y N, por ejemplo, al menos 7, 9, 10, 12, 15, 17, o al menos 20 heteroatomos,
tales como al menos 1, 2, o 3 atomos de N, y/o al menos 3, 6, 9, 12, o 15 atomos de O.
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En otra modalidad particular el resto de unién a albumina comprende una porciéon que es particularmente relevante
para la union a albumina y de esta manera la prolongacién, cuya porcién en consecuencia puede referirse a un resto
de prolongacion. El resto de prolongacion puede estar en, o cerca, del extremo opuesto del resto de union a albumina,
en relacion con su punto de union al péptido.

En aun otra modalidad particular, el resto de unién a albumina comprende una porcién entre el resto de prolongacion
y el punto de unién al péptido, cuya porcion puede referirse a un enlazador, un resto enlazador, un espaciador o
similares. El enlazador puede ser opcional y, por lo tanto, en ese caso el resto de unién a albumina puede ser idéntico
al resto de prolongacion.

En modalidades particulares, el resto de unién a albumina y/o el resto de prolongacion es lipofilico, y/o cargado
negativamente a pH fisiolégico (7,4).

El resto de union a albumina, el resto de prolongacion, o el enlazador puede unirse covalentemente a un residuo de
lisina del péptido GLP-1 mediante acilacion. Los medios adicionales o alternativos para preparar un derivado incluyen
alquilacion, formacion de éster o formacion de amida, o acoplamiento a un residuo de cisteina, tal como mediante
acoplamiento de maleimida o haloacetamida (tal como bromo-/fluoro-/yodo-).

En una modalidad, un éster activo de la porcién de unién a albumina, por ejemplo, que comprende un resto de
prolongacion y un enlazador, se une covalentemente a un grupo amino de un residuo de lisina, por ejemplo, el grupo
épsilon amino de este, bajo la formacion de un enlace amida (este proceso que se refiere como acilacién).

A menos que se indique de cualquier otra manera, cuando se hace referencia a una acilacién de un residuo de lisina,
se entiende que se trata del grupo épsilon amino de esta.

Para los propésitos presentes, los términos "resto de union a albumina”, "resto de prolongaciéon” y "enlazador" pueden
incluir las formas sin reaccionar, asi como también las formas que reaccionaron de estas moléculas. Si se quiere decir
0 no una forma u otra queda claro a partir del contexto en el que se usa el término.

Usualmente, el resto prolongador se conecta a un grupo épsilon amino de Lys en la posicién especificada a través de
un enlazador, y de la misma manera en una modalidad, todas las conexiones entre el resto de prolongacion, el
enlazador y el péptido son enlaces amida.

Debido a las propiedades de extension de la vida media, los acidos grasos pueden usarse como dichos residuos de
unién a albumina y, en particular, como una parte clave de los restos de prolongacion. Para la unién al péptido GLP-
1, el grupo acido del acido graso, o uno de los grupos acidos del diacido graso se une a través de un enlace amida
con el grupo épsilon amino de un residuo de lisina en el péptido GLP-1 directamente o a través de un enlazador.

En una modalidad, el derivado de GLP-1 es monoacilado. En una modalidad, el derivado de GLP-1 se acila en K26.

En una modalidad, el derivado de GLP-1 esta diacilado. En una modalidad, el derivado de GLP-1 se acila en K26 y
K37, K27 y K36 0 K38 y K42.

En una modalidad, el término "acido graso" se refiere a acidos monocarboxilicos alifaticos que tienen de 4 a 28 atomos
de carbono, estan opcionalmente no ramificados y/o incluso enumerados, y pueden ser saturados o insaturados.

En una modalidad el término "diacido graso" se refiere a acidos grasos como se definié anteriormente, pero con un
grupo acido carboxilico adicional en la posicion omega. Por lo tanto, los diacidos grasos son acidos dicarboxilicos.

En una modalidad, el resto o restos de prolongacién comprende(n) uno o mas acidos grasos seleccionados
independientemente de acidos grasos C14-C20 y diacidos grasos C16-C20.

En una modalidad, un resto de prolongacion puede comprender un acido graso C16 (CH3-(CH2)14-CO-).

En una modalidad, un resto de prolongacion puede comprender un radical diacido C18 (HOOC-(CH2)16-CO-). En una
modalidad, un resto de prolongacion puede comprender un radical diacido C20 (HOOC (CH2)18-CO-).

En una modalidad, un resto de prolongacién puede comprender un acido graso 4-COOH-PhO-, donde la estructura 4-
COOH-PhO- es seguida por - (CH2)y-C(=0) - donde y es 7-11.

En una modalidad, un resto de prolongacién puede comprender la sustancia quimica 9, en donde y = 9.
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Sustancia quimica 4:

HO,LQ\O/HT*

y
0

En una modalidad, uno o mas o el resto de prolongacién del derivado del péptido GLP-1 se une(n) mediante un
enlazador.

El(los) enlazador(es) del derivado de GLP-1 de esta descripcion puede comprender en una modalidad el siguiente
primer elemento enlazador:

Sustancia quimica 5:

H

O
en donde k es un nimero entero en el intervalo d 1-9, ynes |J1( namero eftero en el intervalo de 1-5.

En una modalidad particular, cuando k=1 y n=1, este elemento enlazador puede designarse como OEG, o un dirradical
del 4cido 8-amino-3,6-dioxaoctanico, y/o puede representarse por la siguiente formula:

Sustancia quimica 5a:
* NH-(CH2)2-0-(CH2)2-O-CH2-CO-*,
En otra modalidad particular, cada enlazador del péptido GLP-1 de esta descripcién puede comprender ademas,
independientemente, un segundo elemento enlazador, por ejemplo, un dirradical Glu, tal como la sustancia quimica 6

y/o la sustancia quimica 7:

Sustancia quimica 6:

_N

O OH

Sustancia quimica 7:

HO ')

en donde el dirradical Glu puede incluirse p veces, donde p es un nimero entero en el intervalo de 1-3.

La sustancia quimica 6 puede ser referida, ademas, como gamma-Glu, o brevemente gGlu, debido al hecho de que
este es el grupo gamma carboxilo del aminoacido acido glutamico que se usa aqui para la conexion a otro elemento
enlazador, o al grupo épsilon amino de lisina. Como se explicé anteriormente, el otro elemento enlazador puede ser,
por ejemplo, otro residuo Glu, o una molécula OEG. El grupo amino de Glu, a su vez, forma un enlace amida con el
grupo carboxilo del resto de prolongacién, o con el grupo carboxilo de, por ejemplo, una molécula de OEG, si esta
presente, o con el grupo gamma carboxilo de, por ejemplo, otro Glu, si esta presente.

La sustancia quimica 7 puede ser referida, ademas, como un alfa-Glu, o brevemente aGlu, o simplemente Glu, debido

al hecho de que este es el grupo alfa carboxilo del aminoacido acido glutdmico que se usa aqui para la conexion a
otro elemento enlazador, o al grupo épsilon amino de lisina.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791 879 T3

Las estructuras anteriores de la sustancia quimica 6 y la sustancia quimica 7 cubren la forma L, asi como también la
forma D de Glu. En modalidades particulares, la sustancia quimica 6 y/o la sustancia quimica 7 esta/estan,
independientemente, a) en la forma L, o b) en la forma D.

Aun en modalidades particulares adicionales el enlazador tiene a) de 5 a 41 atomos de C; y/o b) de 4 a 28 hetero
atomos.

La concentracion en plasma de los agonistas de GLP-1 (por ejemplo, péptidos GLP-1) de esta descripcion puede
determinarse mediante el uso de cualquier método adecuado. Por ejemplo, puede usarse LC-MS (Espectroscopia de
Masas acoplada a Cromatografia Liquida), o inmunoensayos tales como RIA (Radio Inmuno Ensayo), ELISA (Ensayo
Inmunoabsorbente ligado a Enzimas) y LOCI (Inmunoensayo de Luminiscencia de Canalizacion de Oxigeno). Los
protocolos generales para ensayos RIA y ELISA adecuados se encuentran en, por ejemplo, el documento
WO09/030738 en las pag. 116-118. Un ensayo preferido es el LOCI (Inmunoensayo de Canalizacién de Oxigeno
Luminiscente), generalmente como se describe para la determinacion de insulina por Poulsen y Jensen en Journal of
Biomolecular Screening 2007, vol. 12, p. 240-247: brevemente, se pueden recoger muestras de sangre a los intervalos
deseados, separar el plasma, congelarlas inmediatamente y mantenerlas a -20 °C hasta que se analice la
concentracion en plasma del respectivo agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1); las perlas donantes se
recubren con estreptavidina, mientras que las perlas aceptoras se conjugan con un anticuerpo monoclonal que
reconoce un epitopo mitad-/C-terminal del péptido; otro anticuerpo monoclonal, especifico para el N-terminal, esta
biotinilado; los tres reactivos se combinan con el analito y forman un inmunocomplejo de dos sitios; la iluminacion del
complejo libera atomos de oxigeno singlete de las perlas donantes, que se canalizan hacia las perlas aceptoras y
desencadenan quimioluminiscencia que puede medirse en un lector de placas Envision; la cantidad de luz es
proporcional a la concentracion del compuesto.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1, comprende la secuencia de aminoacidos de la
férmula (1) (SEQ ID NO 9):

Formula (I): Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa16-Ser-Xaa18-Xaa19Xaa20GluXaa22-Xaa23-Ala-Xaa25-
Xaa26-Xaa27-Phe-lle-Xaa30-Trp-Leu-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37-Xaa38-Xaa39-Xaa40-Xaa41-Xaa42-
Xaa43-Xaad4-Xaad5-Xaad6

en donde

Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina, homobhistidina, Na-acetil-
histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3- piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaa8 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil) carboxilico, acido (1- aminociclobutil) carboxilico,
acido (1-aminociclopentil) carboxilico, acido (1-aminociclohexil) carboxilico, acido (1-aminocicloheptil) carboxilico, o
acido (1-aminociclooctil) carboxilico;

Xaaie es Val o Leu;

Xaass es Ser, Lys o0 Arg;

Xaaig es Tyr o GiIn;

Xaazo es Leu o Met;

Xaazz es Gly, Glu o Aib;

Xaazs es GIn, Glu, Lys o Arg;

Xaazs es Ala o Val,

Xaazs es Lys, Glu o Arg;

Xaaz7 es Glu o Leu;

Xaaso es Ala, Glu o Arg;

Xaass es Val o Lys;

Xaass es Lys, Glu, Asn o Arg;

Xaass es Gly o Aib;
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Xaass es Arg, Gly o Lys;

Xaasz es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;
Xaass es Lys, Ser, amida o esta ausente;

Xaasg es Ser, Lys, amida o esta ausente;

Xaaso es Gly, amida o esta ausente;

Xaaas1 es Ala, amida o esta ausente;

Xaaas2 es Pro, amida o esta ausente;

Xaaas es Pro, amida o esta ausente;

Xaass es Pro, amida o esta ausente;

Xaass es Ser, amida o esta ausente;

Xaass €s amida o esta ausente;

siempre y cuando si Xaass, Xaase, Xaa4o, Xaas1, Xaas,, Xaass, Xaas, Xaass 0 Xaass esta ausente, entonces cada residuo

de aminoacido corriente abajo también esta ausente.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1, comprende la secuencia de aminoacidos de la
férmula (1) (SEQ ID NO 10):

Formula (I1): Xaa,-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa - Tyr-Leu-Glu-Xaa,,-Xaa,s-Ala-Ala-Xaaz-Glu-Phe-
lle-Xaas,-Trp-Leu-Val-Xaa,,-Xaass-Xaaze-Xaas; Xaass

en donde

Xaar es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, -hidroxi-histidina, homohistidina, Na-acetil-
histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaas es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil) carboxilico, acido (1- aminociclobutil) carboxilico,
acido (1-aminociclopentil) carboxilico, acido (1-aminociclohexil) carboxilico, acido (1- aminocicloheptil) carboxilico, o
acido (1-aminociclooctil) carboxilico;

Xaais es Ser, Lys o Arg;

Xaazz es Gly, Glu o Aib;

Xaazs es GIn, Glu, Lys o Arg;

Xaaze es Lys, Glu o Arg; Xaa30 es Ala, Glu o Arg;

Xaass es Lys, Glu o Arg;

Xaass es Gly o Aib;

Xaass es Arg o Lys;

Xaas7 es Gly, Ala, Glu o Lys;

Xaass es Lys, amida o esta ausente.

En una modalidad, el agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1, es liraglutida. La liraglutida es un péptido GLP-1
monoacilado para la administraciéon una vez al dia que se comercializa por Novo Nordisk A/S, y se describe en el
ejemplo 37 del documento WO98/08871.

En una modalidad, la presente descripciéon abarca sales farmacéuticamente aceptables de los agonistas de GLP-1
(por ejemplo, péptidos GLP-1). Tales sales incluyen sales por adicion de acidos aceptables farmacéuticamente, sales
metalicas aceptables farmacéuticamente, sales de amonio y de amonio alquiladas. También se pretende que las sales

de adicion de acido farmacéuticamente aceptables sean los hidratos que pueden formar los presentes agonistas de
GLP-1 (por ejemplo, péptidos GLP-1).
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En una modalidad, el péptido GLP-1 comprende un residuo Aib en la posicién 8. En una modalidad, el término "Aib",
como se usa en la presente descripcion, se refiere a acido a-aminoisobutirico.

En una modalidad, el residuo de aminoacido en la posicion 7 de dicho péptido GLP-1 se selecciona del grupo que
consiste en D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina, Na-acetil-histidina, a-
fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina y 4-piridilalanina.

En una modalidad, el péptido agonista de GLP-1 comprende la secuencia de aminoacidos de la siguiente formula: H-
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-
Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 comprende un residuo de unién a albumina unido mediante un espaciador
hidrofilico al residuo de aminoacido C-terminal de dicho péptido GLP-1.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 comprende un segundo residuo de unién a albumina unido a un residuo de
aminoacido que no es el residuo de aminoacido C-terminal.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 (por ejemplo, el péptido GLP-1) se selecciona del grupo que consiste en
liraglutida y semaglutida.

La liraglutida es un agonista de GLP-1 monoacilado para la administracion una vez al dia, que se comercializa desde
2009 por Novo Nordisk A/S, se describe en el Ejemplo 37 del documento WO 98/08871.

En una modalidad, el péptido GLP-1 es semaglutida. El documento WO 06/097537 describe la semaglutida (Ejemplo
4), un agonista de GLP-1 monoacilado para la administracion semanal. En una modalidad, el péptido GLP-1 tiene la
estructura  His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-
Leu-Val-Lys-Aib-Arg.

En una modalidad, el péptido GLP-1 comprende Arg34GLP-1 (7-37) o [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37).

En una modalidad, el agonista de GLP-1 comprende un fragmento Fc de una IgG. En una modalidad, el agonista de
GLP-1 comprende un fragmento Fc de una IgG y uno o mas, tal como dos péptidos GLP-1.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 se selecciona de albiglutida y dulaglitida.

En una modalidad, el péptido GLP-1 tiene la siguiente estructura: His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-
Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Aib-Arg.

En una modalidad, el péptido GLP-1 tiene la siguiente estructura: (His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-
Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg)2—fusionado recombinantemente a la
albumina humana.

En una modalidad, el péptido GLP-1 es dulaglutida.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 se formula para tener una vida media en el hombre de al menos 48 horas.
Esto puede obtenerse mediante formulaciones de liberacion sostenida conocidas en la técnica.

En aun otra modalidad, el agonista de GLP-1 es exendina-4 o exendina-3, un analogo de exendina-4 o exendina-3, o
un derivado de cualquiera de estos.

En una modalidad, el péptido GLP-1 se selecciona del grupo que consiste en exenatida, albiglutida y dulaglitida.

En una modalidad, el péptido GLP-1 es exenatida. En una modalidad, el péptido GLP-1 comprende la secuencia de
aminoacidos de la féormula: H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-
Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2. La exenatida es una version
sintética de exendina-4, una hormona que se encuentra en la saliva del monstruo de Gila. La exenatida muestra
propiedades bioldgicas similares a GLP-1. En algunas modalidades, la composicién es BYDUREON® (una férmula de
liberacion prolongada de exenatida en particulas de PLGA). En una modalidad, la "composicion Bydureon®" se refiere
a un polvo que comprende exenatida, poli (D, L-lactida-co-glicélido) y sacarosa que inmediatamente antes de la
inyeccion se reconstituye en un solvente que comprende carmelosa de sodio, cloruro de sodio, polisorbato 20, fosfato
de sodio monobasico (por ejemplo, su monohidrato), fosfato de sodio dibasico (por ejemplo, su heptahidrato) y agua
para preparaciones inyectables.

En una modalidad, el péptido GLP-1 tiene la estructura (His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-
Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg  )2— genéticamente fusionado a la albumina
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humana. La albiglutida es una proteina hibrida de la albumina sérica humana recombinante (HSA)-GLP-1,
probablemente un dimero de GLP-1 fusionado a la HSA. El péptido GLP-1 constituyente es el analogo, en el que la
Ala en la posicion 8 se ha sustituido por Glu.

En una modalidad, el péptido GLP-1 es dulaglitida. La dulaglutida es una construccién de GLP-1-Fc (GLP-1 - enlazador
- Fc de 1gG4).

Composicion farmacéutica

Las preparaciones de composiciones farmacéuticas se conocen en la técnica. Por conveniencia se hace referencia a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicién, 1995.

Las formulaciones de acuerdo con esta descripcion pueden comprender un sistema tampdn, conservante(s), agente(s)
de tonicidad, agente(s) quelante(s), estabilizadores y tensioactivos. En una modalidad de esta descripcién, la
formulacion farmacéutica es una formulacion acuosa, es decir, una formulacién que comprende agua. Tal formulacion
es tipicamente una solucién o una suspension. En una modalidad adicional, la formulacion farmacéutica es una
solucién acuosa. El término “formulacion acuosa” se define como una formulacion que comprende al menos 50 %
peso/peso de agua. Igualmente, el término “solucion acuosa” se define como una soluciéon que comprende al menos
50 % p/p de agua y el término “suspension acuosa” se define como una suspension que comprende al menos 50 %
p/p de agua.

En otra modalidad las formulaciones farmacéuticas es una formulacion seca (por ejemplo, liofilizada o secada por
aerosol) lista para usar sin ninguna disolucion previa.

En una modalidad, el tampdén puede seleccionarse del grupo que consiste en acetato, carbonato, citrato, glicilglicina,
histidina, glicina, fosfato, fosfato de hidrégeno vy tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS), bicina, tricina, succinato, acido
aspartico, asparagina o sus mezclas.

En una modalidad, la composicién tiene un pH en el intervalo de 5-10, tal como 6-9, 6-8, 5-7, 7-9 o tal como 5,5-7,5.
En una modalidad adicional la formulacion comprende, ademas, un conservante aceptable farmacéuticamente.

En una modalidad adicional el conservante se selecciona del grupo que consiste en fenol, m-cresol, p-hidroxibenzoato
de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, alcohol bencilico, clorobutanol, clorocresol, cloruro de
bencetonio 1 o sus mezclas. El uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los
expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicion,
1995.

En una modalidad adicional la formulacion comprende, ademas, un agente isotonico. El agente isotonico puede
seleccionarse del grupo que consiste en una sal (por ejemplo, cloruro de sodio), un azucar tal como mono, di o
polisacaridos, o glucanos solubles en agua, que incluyen, por ejemplo, fructosa, glucosa, manosa, lactosa, sacarosa,
trehalosa, dextrano o alcohol de azucar tal como, por ejemplo, un aminoacido (por ejemplo, L-glicina, L-histidina,
arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (por ejemplo, glicerol (glicerina), 1,2 -
propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo, PEG400), o sus mezclas. El
azucar de alcohol incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol.

El uso de un agente isoténico en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia
se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicion, 1995.

En una modalidad adicional la formulacién comprende, ademas, un agente quelante. En una modalidad adicional el
agente quelante se selecciona de sales de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico y acido aspartico,
EGTA y sus mezclas.

En una modalidad adicional, la formulacién comprende ademas un estabilizador. El uso de un estabilizador en
composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicion, 1995

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcion pueden comprender, ademas, una cantidad de una base de
aminoacido suficiente para disminuir la formacion de agregados por el polipéptido o proteina durante el
almacenamiento de la composicion. Por "base de aminoacido" se entiende un aminoacido o una combinacion de
aminoacidos, donde cualquier aminoacido dado esta presente en su forma de base libre o en su forma de sal. Los
aminoacidos pueden ser arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico, aminoguanidina, ornitina y N-monoetil L-
arginina, etionina y buthionina y S-metil-L cisteina.

En una modalidad adicional la formulacion comprende, ademas, un estabilizador seleccionado del grupo de los
polimeros de alto peso molecular o compuestos de bajo peso molecular. En una modalidad adicional el estabilizador
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se selecciona de polietilenglicol (por ejemplo, PEG 3350), alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona, carboxi-
/hidroxicelulosa o sus derivados (por ejemplo, HPC, HPC-SL, HPC-L y HPMC), ciclodextrinas, sustancias que
contienen azufre como monotioglicerol, acido tioglicélico y 2-metiltioetanol, y diferentes sales (por ejemplo, cloruro de
sodio).

En una modalidad adicional, la formulacion comprende ademas un tensioactivo. Los tensioactivos tipicos (con
ejemplos de nombres comerciales entre corchetes[]) son ésteres de acido graso de sorbitan de polioxietileno tales
como monolaurato de sorbitan de polioxietileno (20) [Tween 20], monopalmitato de sorbitan de polioxietileno (20)
[Tween 40] o monooleato de sorbitan de polioxietileno (20) [Tween 80], poloxameros tales como copolimero de bloques
de polioxipropileno-polioxietileno [Pluronic F68/poloxamero 188], polietilenglicol octilfenil éter [Triton X-100] o
polioxietilenglicol dodecil éter [Brij 35]. El uso de un tensoactivo en composiciones farmacéuticas es bien conocido por
los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicion,
1995.

En una modalidad especifica, Liraglutida puede administrarse en una solucion acuosa que comprende 5-10,0 mg/ml
de liraglutida, 1-2 mg/ml de dihidrato de fosfato disddico, 10-20 mg/ml de propilenglicol y 2-8 mg/ml de fenol.

En una modalidad especifica, Liraglutida puede administrarse en una solucién acuosa

que consiste en 6,0 mg/ml de liraglutida, 1,42 mg/ml de dihidrato de fosfato disddico, 14,0 mg/ml de propilenglicol, 5,5
mg/ml de fenol y NaOH y/o HCI para ajustar el pH a 8,15.

En una modalidad, la presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un agonista de GLP-1 (por
ejemplo, péptido GLP-1) y un inhibidor de la funcién de IL-21. El agonista de GLP-1 (por ejemplo, el péptido GLP-1) y
el inhibidor de la funciéon de IL-21 pueden estar comprendidos en una composicién Unica o en composiciones
separadas. En una modalidad, el agonista de GLP-1 y el inhibidor de IL-21 se proporcionan en composiciones
separadas. En una modalidad, esta descripcidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno o mas
inhibidores de la funcién de IL-21 y/o agonistas de GLP-1 (tales como péptidos GLP-1), formulados junto con uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En una modalidad, las composiciones para usar de acuerdo con esta
descripcién se formulan individualmente para comprender diferentes tampones y excipientes adecuados para el
agonista de GLP-1 y el inhibidor de IL-21, respectivamente.

En una modalidad adicional, la composicién farmacéutica comprende una solucién acuosa de un anticuerpo y un
tampodn, en donde el anticuerpo esta presente en una concentracion de 1 mg/ml o mas (tal como, por ejemplo, 1-200,
1-100, 50-200, 50-150, 50-100, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175 0 200 mg/ml)
y en donde dicha composicion tiene un pH de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0, tal como, por ejemplo,
aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6,6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5,7,6,7,7,7,8,7,9u 8,0.

En una modalidad, la formulacién de anticuerpos incluye histidina, sacarosa, arginina, polisorbato y cloruro de sodio.
Los ejemplos de formulacién de anticuerpos altamente concentradas se conocen en la técnica y se describen en el
documento WO 2011/104381.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1) se formula para tener una vida media en el
hombre de al menos 48 horas. Esto puede obtenerse mediante composiciones de liberacion sostenida conocidas en
la técnica.

Modo de Administracion

La administracion de composiciones farmacéuticas de acuerdo con esta descripcion puede realizarse a través de
varias vias de administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en el estdmago e intestino, nasal,
pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y alvéolos o su combinacién, epidérmica, dérmica, transdérmica,
vaginal, rectal, ocular, por ejemplo a través de la conjuntiva, uretral, y parenteral a pacientes que necesitan dicho
tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse a un paciente que necesite dicho tratamiento en varios sitios,
por ejemplo, en sitios topicos, por ejemplo, sitios de la piel y las mucosas, en sitios que eluden la absorcion, por
ejemplo, administracion en una arteria, en una vena, en el corazén y en sitios que implican absorcion, por ejemplo,
administracion en la piel, debajo de la piel, en un musculo o en el abdomen.

La administracién parenteral puede realizarse por inyeccion subcutédnea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa
por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa similar a una lapicera. Alternativamente, la administracion
parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusién. Otra opcidn es una composicidon que puede ser una
solucion o suspension para la administraciéon del [compuesto en la forma de un aerosol nasal o pulmonar. Como otra
opcién adicional, las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto [la proteina] de esta descripcion
también se pueden adaptar a la administraciéon transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccion sin aguja o desde un
parche, opcionalmente un parche iontoforético, o administracién transmucosal, por ejemplo bucal.
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El agonista de GLP-1 (tal como un péptido GLP-1) y el inhibidor de la funcién de IL-21 pueden administrarse por
separado o en combinacion, tal como cada uno en formas de dosificacion separadas o combinadas en una forma de
dosificacién unica.

El agonista de GLP-1 (tal como un péptido GLP-1) y el inhibidor de la funcion de IL-21 pueden administrarse de manera
concomitante o secuencial.

En una modalidad, el agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 se coadministran junto con un agente
terapéuticamente activo adicional usado en los tratamientos definidos en la presente descripciéon. En una modalidad,
dicho agente terapéuticamente activo adicional es una insulina.

En una modalidad, la ruta de administracién del agonista de GLP-1 y/o el inhibidor de IL-21 puede ser cualquier ruta
que transporte efectivamente el compuesto activo al sitio de accion apropiado o deseado, tal como parenteral.

En una modalidad, los medicamentos o composiciones farmacéuticas que comprenden el agonista de GLP-1 y/o el
inhibidor de IL-21 pueden administrarse por via parenteral a un paciente que lo necesite. En una modalidad la
administracion parenteral puede realizarse por inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa por medio de una
jeringa, opcionalmente una jeringa tipo lapicera.

El agonista de GLP-1 (por ejemplo, el péptido GLP-1) y/o el inhibidor de la funcién de IL-21 pueden administrarse por
via parenteral, tal como intravenosamente, tal como intramuscularmente, tal como subcutdneamente. En una
modalidad, el agonista de GLP-1 (por ejemplo, el péptido GLP-1) y/o el inhibidor de la funcion de IL-21 se administra
mediante administracion parenteral, tal como inyeccion subcutanea. En una modalidad la administracion parenteral
puede realizarse por inyeccidén subcutanea, intramuscular o intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una
jeringa tipo lapicera. Alternativamente, la administracion parenteral puede realizarse por medio de una bomba de
infusién. Una opcién adicional es una composicién que puede ser un polvo o un liquido para la administraciéon de un
agonista de GLP-1 en forma de aerosol nasal o pulmonar. Como otra opcion adicional, el agonista de GLP-1 también
puede administrarse por via transdérmica o transmucosal, por ejemplo, por via bucal.

Alternativamente, el agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1) y/o el inhibidor de IL-21 se pueden administrar
a través de una ruta no parenteral, tal como por via oral o tépica. El agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1)
y/o el inhibidor de IL-21 se pueden administrar profilacticamente. El agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1)
y/o el inhibidor de IL-21 pueden administrarse terapéuticamente (bajo demanda).

En una modalidad, el agonista de GLP-1 se administra por via subcutanea. En una modalidad, el inhibidor de IL-21 se
administra por via intravenosa o subcutanea.

La frecuencia y las dosificaciones del agonista de GLP-1 y el inhibidor de IL-21 dependeran de multiples factores, en
particular la vida media del agente terapéutico y la biodisponibilidad, en dependencia de la ruta de administracion, en
el sujeto.

Los agonistas de GLP-1 ya usados para el tratamiento de la diabetes tipo 2 se administran una o dos veces al dia.
Los agonistas de GLP-1 con un aumento de la vida media son adecuados para una administraciéon semanal. Si es
posible, incluso mas raramente la administracion, tal como cada 10 dias o cada quince dias (2 semanas) puede ser
adecuada si la vida media y la biodisponibilidad la respaldan. El régimen de dosificacion se ajusta en funcion del
conocimiento general sobre el tratamiento con agonistas de GLP-1. Se puede usar una dosificacion inicial mas baja
para reducir los efectos secundarios.

De la misma manera, los inhibidores de IL-21 pueden administrarse diariamente o semanalmente en dependencia de
la vida media y la biodisponibilidad del agente terapéutico en una composicién dada. En una modalidad, el inhibidor
de IL-21 tiene una vida media prolongada, tal como una molécula de anticuerpo, y la administracion es menos
frecuente, tal como mensual o como maximo cada 4ta semana. En una modalidad, se administran alrededor de 6-10
unidades de dosificacion por afio, tal como una unidad de dosificacién cada 4-8va semana, como cada 5-7ma semana.
En una modalidad, el péptido GLP-1 se administra diariamente mientras que el inhibidor de IL-21 se administra cada
6ta semana.

En una modalidad, como se usa en la presente descripcion, los valores especificos dados en relacién con numeros o
intervalos pueden entenderse como el valor especifico 0 como aproximadamente el valor especifico.

Tratamiento y/o prevencion

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune progresiva, en donde la capacidad del cuerpo para producir insulina
disminuye gradualmente a medida que se destruyen las células beta del pancreas.
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La diabetes tipo 1 se considera una enfermedad crénica que usualmente progresa rapidamente a un estado
dependiente de insulina, por ejemplo, el paciente necesita insulina exdgena para mantener baja la glucosa en sangre.
Los diagndsticos clinicos de diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) o solo diabetes tipo 1 (T1D) son:

. HbA1c 26,5 % o
. glucosa en plasma en ayunas 27,0 (126 mg/dl) o

. una glucosa en plasma en 2 horas =211,1 mmol/dl (200 mg/dl) durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa
con una carga de glucosa de 75 gramos de glucosa anhidra en agua o

. sintomas clasicos de hiperglucemia y glucosa en plasma aleatoria = 11,1 mm/I

El tratamiento clasico para la diabetes tipo 1 es suplementar con insulina exégena para reemplazar la insulina faltante
y asi obtener el control de la glucosa en sangre. El individuo sano es capaz de ajustar el nivel de glucosa en sangre
con mucha fuerza. Incluso con productos modernos de insulina, los pacientes con diabetes tienen dificultades para
obtener glucosa en sangre bien regulada de manera similar y el riesgo de episodios de hipoglucemia e hiperglucemia
permanece.

La presente descripcion se refiere al tratamiento y la prevencion de la diabetes tipo 1 en un individuo recién
diagnosticado. En una modalidad, el individuo tiene un péptido C no en ayunas de al menos 0,2 nmol/l. En una
modalidad, el individuo tiene un péptido C en ayunas de al menos 0,2 nmol/l. En una modalidad, se ha detectado en
el individuo la presencia de uno o mas autoanticuerpos de islotes.

Como se describe anteriormente en la presente descripcidn, la presente descripcion se refiere al tratamiento y/o
prevencion de la diabetes tipo 1 mediante la administracién de una cantidad efectiva de un agonista de GLP-1, tal
como un péptido GLP-1, y una cantidad efectiva de un inhibidor de la funcion de IL-21. En el presente caso, tratamiento
y/o prevencion no necesariamente se refiere a una cura completa o resistencia a la progresion de la diabetes tipo 1.
La presente descripcién se refiere al tratamiento de pacientes con diabetes tipo 1 recientemente diagnosticados o
individuos con riesgo de desarrollar diabetes tipo 1. Como se describid anteriormente, la diabetes tipo 1 es una
enfermedad progresiva en la que el paciente pierde gradualmente la capacidad de producir suficiente insulina.

La mayoria de los pacientes con diabetes tipo 1 requieren tratamiento con insulina y el método descrito en la presente
descripcién permite el tratamiento concomitante con insulina siguiendo una guia normal para lograr el control
metabdlico.

En una modalidad, el tratamiento conserva la funcion de las células beta. En una modalidad, el tratamiento mejora la
secrecion endégena de insulina.

En una modalidad, la funcién de las células beta se conserva durante al menos un afio, tal como durante al menos
dos afios desde el inicio del tratamiento.

La funcion de las células beta, por ejemplo, la capacidad de producir insulina puede medirse mediante el uso de
técnicas estandar. En una modalidad, el tratamiento aumenta la concentracion de péptido C en ayunas.

El péptido C se libera durante la produccién de insulina. En individuos sanos, la concentracién de péptido C es de 0,5
a 2,7 nanogramos por mililitro (ng/ml). Si bien los pacientes con diabetes tipo 1 en el momento del diagndstico producen
algo de insulina y, por lo tanto, cantidades similares del péptido C, esta capacidad generalmente se pierde en un
periodo relativamente corto.

En algunas personas con T1DM, se puede producir una cantidad muy pequefia de insulina durante un periodo
prolongado de tiempo (>10 afios) después del diagnodstico.

En una modalidad, la concentracién de péptido C se conserva durante al menos un afo, tal como durante al menos
dos afios desde el inicio del tratamiento.

La capacidad de producir insulina puede medirse en una modalidad en respuesta a la prueba de tolerancia de comida
mixta (MMTT). En una de tales modalidades, la cantidad de péptido C se mide en la prueba y se compara con la
cantidad de péptido C medida en respuesta a la prueba antes del tratamiento. Los parametros pueden ser AUCO0-2h,
AUCO0-4h o MMX maximo de péptido C en la sangre.

En una modalidad, la disminucion en la secrecion de péptido C no en ayunas se reduce en comparacion con el

tratamiento estandar. En una modalidad, la disminucion del péptido C no en ayunas (MMTT) se reduce durante al
menos un afo o tal como durante dos afios en comparacion con el tratamiento estandar con insulina
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En una modalidad, el nivel de péptido C no en ayunas se mantiene desde el comienzo del tratamiento. En una
modalidad, la disminucién del péptido C no en ayunas desde el basal (inicio del tratamiento) es como maximo del 10
% después de 1 afio, o tal como como maximo del 5 % después de 1 afio.

En una modalidad, el tratamiento mejora el control glucémico. En una modalidad, el tratamiento y/o prevencion reduce
el promedio de glucosa en sangre en el sujeto. El tratamiento puede ayudar a los pacientes a alcanzar los objetivos
del tratamiento. En una modalidad, los pacientes alcanzan una HbA1c menor de lo que generalmente se obtiene con
el tratamiento estandar. El objetivo general para los pacientes con diabetes es mantener la HbA1c por debajo del 6,5
%. En una modalidad, el tratamiento reduce la HbA1c dentro del periodo de tratamiento. En una modalidad, el
tratamiento reduce la HbA1c durante un periodo prolongado. En una modalidad, mas pacientes obtienen y HbA1c por
debajo del 6,5 % (en comparacion con el tratamiento estandar).

En una modalidad, el tratamiento mejora la glucosa en plasma en ayunas en comparacion con las medidas de glucosa
en plasma en ayunas antes del tratamiento. En una modalidad, el tratamiento mejora la glucosa en plasma en ayunas
en comparacion con el promedio alcanzado mediante el uso del tratamiento estandar con insulina.

En una modalidad, el tratamiento extiende el periodo donde el sujeto produce insulina endégena. Por lo tanto, el
tratamiento puede posponer el momento donde el sujeto necesita insulina (exégena) y/o reducir la cantidad de insulina
necesaria (exégena). Por lo tanto, este tratamiento puede retrasar la progresion de la destruccion de las células beta
y reducir la dependencia a la insulina exégena. En una modalidad, el tratamiento reduce la dependencia a la insulina
exdgena.

En una modalidad, el tratamiento y/o prevencién permiten al sujeto reducir la cantidad de insulina exdgena, por
ejemplo, inyecciones de insulina.

En una modalidad, el tratamiento reduce la glucosa en sangre en ayunas. En una modalidad, el tratamiento reduce la
insulitis.

En una modalidad, el tratamiento se observa dentro de un marco de tiempo de 1-4 semanas o 1-6 meses. Como se
entiende que la diabetes tipo 1 es una enfermedad crénica progresiva, el efecto observado debe mantenerse
preferentemente durante un afio o dos. En una modalidad, el tratamiento conserva la funciéon de las células Beta
durante 6, 12, 18 0 24 semanas. En una modalidad, el tratamiento conserva la funcion de las células Beta durante 36,
42,48 0 52 semanas.

En una modalidad, la mayoria de los pacientes mantienen la funcién de las células Beta durante al menos un afio. En
una modalidad, la mayoria de los pacientes mantienen la funcion de las células Beta durante al menos dos afios.

En una modalidad, el tratamiento permite al paciente reducir la cantidad de insulina exdgena al reducir la dosificacion
diaria (unidades/kg calculadas como promedio durante tres dias) o el numero de inyecciones de insulina administradas
por dia (promedio de tres dias). En una modalidad, el tratamiento reduce el requerimiento de insulina durante 6, 12,
18 0 24 semanas. En una modalidad, el tratamiento reduce el requerimiento de insulina durante 36, 42, 48 o 52
semanas.

En una modalidad, esta descripcion se refiere a un método de tratamiento y/o prevencion de la diabetes tipo 1 que
comprende la administracién de una cantidad efectiva de un agonista de GLP-1 y una cantidad efectiva de un inhibidor
de IL-21 a un paciente que lo necesite. Como se describi6é anteriormente, los dos compuestos pueden administrarse
por separado, mientras que debe entenderse que es la dosificacion combinada de GLP-1 y el inhibidor de IL-21 las
que son efectivas en el tratamiento de la diabetes tipo 1 como se describe en la presente descripcion.

En una modalidad, esta descripcion se refiere a un método de tratamiento de la diabetes tipo 1 que comprende la
administracion de una cantidad de un agonista de GLP-1 y una cantidad de inhibidor de la funcién de IL-21 que en
combinacidn son efectivas, a un sujeto que lo necesita.

En dependencia de la identidad del inhibidor de GLP-1 e IL-21, se puede ajustar la dosis exacta. En dependencia de
la vida media de los productos, la dosificacion y la frecuencia de dosificacion pueden ajustarse.

Para los derivados del péptido GLP-1, tal como la liraglutida, se administra una dosificacion de 0,01-100 mg, tal como
0,1-1,8 mg, por unidad de dosificacién. En una modalidad, se administran 0,5 mg a 2 mg por unidad de dosificacion.
En general se administra una dosificacién diaria. Para los agonistas de GLP-1 (que incluyen los péptidos GLP-1) con
vida media prolongada, las administraciones pueden ser dos o una vez por semana. Si se extiende la biodisponibilidad,
puede preverse incluso una administracion mensual.

Para los inhibidores de anticuerpos IL-21, se administra una dosificacion de 5-20 mg/kg por unidad de dosificacion. En

una modalidad, se administran 10-15 mg/kg. Los productos de anticuerpos usualmente se administran con menos
frecuencia que el agonista de GLP-1, como maximo una vez por semana. En una modalidad, el inhibidor del anticuerpo
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IL-21 se administra cada 4-10ma semana, tal como cada 4-8va semana, tal como cada 6ta semana. En una modalidad,
se administran 12 mg/kg del anticuerpo anti-l-21 cada 6ta semana.

Si bien determinadas caracteristicas de la invencion se describen e ilustran en la presente descripcion, muchas
modificaciones, sustituciones, cambios y equivalentes seran evidentes para un experto en la técnica. Por lo tanto,
debe entenderse que la solicitud esta destinada a cubrir todas esas modificaciones y cambios. Las modalidades y
reivindicaciones adjuntas no deben interpretarse como limitantes de la invencion.

Ejemplos

Materiales y Métodos

La liraglutida péptido GLP-1 esta disponible comercialmente y puede producirse como se describe en el Ejemplo 37
del documento WQO98/08871. El anticuerpo anti-IL-21 puede producirse como se describe en el Ejemplo 1 del
documento W0O2010/055366, por ejemplo, mediante inmunizacion con IL-21 humana o IL-21 de ratén y la actividad
neutralizante se caracteriza como se describe en los ejemplos subsecuentes en el mismo.

Ensayo (I): Potencia In Vitro de Agonistas de GLP-1, tales como péptidos GLP-1

El proposito de este ejemplo es probar la actividad, o potencia, de los agonistas de GLP-1 (por ejemplo, péptidos GLP-
1) in vitro. Las potencias de los agonistas de GLP-1 (por ejemplo, péptidos GLP-1) pueden determinarse como se
describe a continuacion, es decir, como la estimulaciéon de la formacién de AMP ciclico (AMPc) en un medio que
contiene membranas que expresan el receptor de GLP-1 humano.

Principio: Las membranas plasmaticas purificadas de una linea celular transfectada estable, BHK467-12A (tk-ts13),
que expresan el receptor GLP-1 humano, se estimulan con el agonista de GLP-1 (por ejemplo, péptido GLP-1) en
cuestion, y la potencia de la produccion de AMPc se mide con el kit de ensayo de AMPc AlphaScreenTM de Perkin
Elmer Life Sciences. El principio basico de en Ensayo AlphaScreen es una competencia entre el AMPc enddgeno y el
AMPc-biotina afadido exdgenamente. La captura de AMPc se alcanza mediante el uso de un anticuerpo especifico
conjugado a perlas aceptoras.

Cultivo celular y preparacion de membranas: Una linea celular transfectada estable y un clon de alta expresion se
seleccionan para tamizaje. Las células se cultvan a CO2 al 5 % en DMEM, FCS al 5 %, Pen/Strep
(penicilina/estreptomicina) al 1 % y 0,5 mg/ml del marcador de seleccién G418. Las células a wuna confluencia
aproximada del 80 % se lavan 2 veces con PBS y se cosechan con Verseno (solucién acuosa de la sal tetrasodica de
acido etilendiaminotetraacético), se centrifugan 5 min a 1000 rpm y se elimina el sobrenadante. Las etapas adicionales
se hacen todas en hielo. El sedimento celular se homogeneiza mediante Ultrathurax durante 20-30 segundos en 10
ml de Tampén 1 (Na-HEPES 20 mM, EDTA 10 mM, pH = 7,4), se centrifuga 15 minutos a 20 000 rpm y el sedimento
se resuspende en 10 ml de Tampodn 2 (Na-HEPES 20 mM, EDTA 0,1 mM, pH = 7,4). La suspensiéon se homogeneiza
durante 20-30 segundos y se centrifuga durante 15 minutos a 20 000 rpm. La suspensién en Tampon 2,
homogeneizacion y centrifugacion se repite una vez y las membranas se resuspenden en Tampoén 2. Se determina la
concentracion de proteinas y las membranas se almacenan a -80 °C hasta su uso. El ensayo se realiza en placas de
96 pocillos de % area, fondo plano (por ejemplo, Costar nium. de catalogo: 3693). El volumen final por pocillo es de 50

ul.
Soluciones y reactivos :A continuacion se proporcionan ejemplos de soluciones y reactivos.

Kit de ensayo de AMPc AlphaScreen de Perkin Elmer Life Sciences (num. de catalogo: 6760625M); que contiene
perlas aceptoras de Anti-AMPc (10 U/ul), perlas donantes de Estreptavidina (10 U/ul) y AMPc biotinilado (133 U/pl).

Tampon de AlphaScreen, pH=7,4: 50 mM TRIS-HCI (Sigma, num. de catalogo: T3253); 5 mM HEPES (Sigma, num.
de catalogo: H3375); 10 mM MgClI2, 6H20 (Merck, num. de catalogo: 5833); 150 mM NaCl (Sigma, num. de catalogo:
S9625); Tween al 0,01 % (Merck, num. de catalogo: 822184). Lo siguiente se afiadié al Tampdn de AlphaScreen antes
de su uso (concentraciones finales indicadas): BSA (Sigma, num. de catalogo A7906): 0,1 %; IBMX (Sigma, num. de
catalogo: 15879): 0,5 mM; ATP (Sigma, num. de catalogo: A7699): 1 mM; GTP (Sigma, num. de catélogo: G8877): 1
uM.

Estandar de AMPc (factor de dilucion en el ensayo = 5): soluciéon de AMPc: 5 ul de una solucién madre de AMPc 5
mM + 495 ul de Tampoén de AlphaScreen.

Las series de dilucion adecuadas en el Tampén de AlphaScreen se preparan del estandar de AMPc asi como también
el agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1, para probar, por ejemplo, las siguientes ocho concentraciones del
agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1: 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12, 10-13 y 10-14M, y una serie de,
por ejemplo, 10-6 a 3x10-11 de AMPc.
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Membrana/Perlas aceptoras: Uso de membranas hGLP-1/ BHK 467-12A; 6 ug/pocillo que corresponde a 0,6 mg/ml
(la cantidad de membranas usadas por pocillo puede variar). “No membranas”: Perlas Aceptoras (15 ug/ml final) en
tampon de AlphaScreen. “6 pg/pocillo de membranas”: membranas + Perlas Aceptoras (15 pg/ml final) en tampén de
AlphaScreen. Afadir 10 yl de "Sin membranas” al estdndar de AMPc (por pocillo en duplicados) y los controles
positivos y negativos. Afadir 10 pl de “6 pg/pocillo de membranas” a GLP-1 y los agonistas de GLP-1 (por ejemplo,
péptidos GLP-1) (por pocillo en duplicados/triplicados). Control positivo: 10 ul de "sin membranas” + 10 yl de Tampon
de AlphaScreen. Control negativo: 10 ul de "sin membranas” + 10 pl de soluciéon madre de AMPc (50 uM). Como las
perlas son sensibles a la luz directa, cualquier manipulacién se hizo en la oscuridad (lo mas oscuro posible) o en luz
verde. Todas las diluciones se hacen en hielo.

Procedimiento:1) Hacer el Tampdn de AlphaScreen. 2) Disolver y diluir los agonistas de GLP-1/estandar de AMPc (por
ejemplo péptidos GLP-1/estandar de AMPc) en Tampén de AlphaScreen. 3) Preparar la solucion de Perlas Donantes
e incubar 30 minutos a RT. 4) Afadir AMPc/agonistas de GLP-1 (por ejemplo, AMPc/péptidos GLP-1) a la placa: 10 pl
por pocillo. 5) Preparar la solucién de membrana/Perlas Aceptoras y afiadir esto a las placas: 10 pl por pocillo. 6)
Anadir las Perlas Donantes: 30 pl por pocillo. 7) Envolver la placa en papel de aluminio e incubar en el agitador durante
3 horas (muy lentamente) a RT. 8) Contar en AlphaScreen — cada placa se preincuba en el AlphaScreen durante 3
minutos antes del conteo. Los valores de EC50 [pM] pueden calcularse mediante el uso del software Graph-Pad Prism
(versidn 5). Si es conveniente, la variacion en veces en relacion con GLP-1 puede calcularse como EC50 (GLP-1)/
EC50 (analogo) — 3693,2.

Ensayo (ll): Vida media de los agonistas de GLP-1 (por ejemplo péptidos GLP-1) en Minicerdos

El propésito de este estudio fue determinar la extension in vivo de los agonistas de GLP-1 (por ejemplo, péptidos GLP-
1) después de la administracion i.v. a minicerdos, es decir la prolongacién de su tiempo de accién. Esto se realiza en
un estudio farmacocinético (PK), donde se determina la vida media terminal del agonista de GLP-1 en cuestion, tal
como el péptido GLP-1. Por vida media terminal se entiende generalmente el periodo de tiempo que se tarda en reducir
a la mitad una determinada concentracién en plasma, medida después de la fase de distribucién inicial.

En los estudios se usan minicerdos Gottingen machos obtenidos de Ellegaard Géttingen Minipigs (Dalmose,
Dinamarca), de aproximadamente 7-14 meses de edad y con un peso aproximado de 16-35 kg. Los minicerdos se
alojan individualmente y se alimentan de forma restringida una o dos veces al dia con dieta SDS para minicerdos
(Special Diets Services, Essex, Reino Unido). Después de al menos 2 semanas de aclimatacion, se implantan dos
catéteres venosos centrales permanentes en la vena cava caudalis o cranial en cada animal. A los animales se les
permite una recuperacion de 1 semana después de la cirugia y después se usan para estudios farmacocinéticos
repetidos con un periodo de lavado adecuado entre las dosificaciones.

Los animales se mantienen en ayunas durante aproximadamente 18 h antes de la dosificacion y durante al menos 4
h después de la dosificacion, pero tienen acceso ad libitum al agua durante todo el periodo.

El agonista de GLP-1, tal como el péptido GLP-1, se disuelve en fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 145 mM,
tween 80 al 0,05 %, pH 7,4 a una concentracion de usualmente 20-60 nmol/ml. Se administran inyecciones
intravenosas (el volumen correspondiente a usualmente 1-2 nmol/kg, por ejemplo 0,033 ml/kg) de los compuestos a
través de un catéter, y se toman muestras de sangre en puntos de tiempo predefinidos hasta 13 dias después de la
dosificacion (preferentemente a través del otro catéter). Las muestras de sangre (por ejemplo 0,8 ml) se recolectan en
tampon de EDTA (8 mM) y después se centrifugan a 4 °C y 1942 G durante 10 minutos. El plasma se pipetea en tubos
micronicos sobre hielo seco y se mantiene a -20 °C hasta que se analiza la concentracion plasmatica del compuesto
GLP-1 respectivo mediante el uso de ELISA o un ensayo basado en anticuerpo similar o LC-MS. Los perfiles
individuales de concentracion plasmatica-tiempo se analizan mediante un modelo no compartimental en WinNonlin v.
5.0 (Pharsight Inc., Mountain View, CA, Estados Unidos) y se determinan las vidas medias terminales resultantes
(media armonica).

Ensayo (lll): Inhibicion de la fosforilacion de STAT-3 mediada por IL-21.

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-21 para neutralizar IL-21 se puede medir en un ensayo basado en células
mediante el uso de la fosforilacién de STAT3 como lectura. Se usan células BaF3 transfectadas con el receptor de IL-
21 (IL-21R) y como IL-21 induce la reduccion de la fosforilacion de STAT3 por este, mediante un anticuerpo anti-1L-21
se refleja la actividad de neutralizacion de IL-21.

La reduccién en la actividad de IL-21 murina en presencia de sobrenadante que contiene anticuerpo se determiné al
medir el nivel de fosforilacién de STAT3 después de la interaccion ligando-receptor en células BaF3/KZ134/hIL-21R.

La actividad de neutralizacion relativa se determiné en funcion del porcentaje de disminucion en los niveles de STAT3
fosforilado en relacion con las células de control incubadas con ligando solo. Las células Baf3/KZ134/hIL-21R se
colocan en placas de cultivo de tejidos de fondo redondo de 96 pocillos a una densidad de 50 000 células/pocillo. IL-
21 murina se preincubd con el sobrenadante de cada pocillo probado antes de transferirlo a las células en la placa.
Las reacciones se detuvieron y las células se lisaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BIO-RAD
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Laboratories). Se recolectaron los sobrenadantes, se mezclaron con tampoén de ensayo y se almacenaron. Las perlas
de captura (ensayo BIO-PLEX Phospho-STAT3, BIO-RAD Laboratories) se colocaron en placas con filtro de 96 pocillos
y se mezclaron con muestras de lisado celular y se incubaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BIO-
RAD Laboratories). Se afiadieron anticuerpos de deteccion (BIORAD laboratories) y estreptavidina-PE y las reacciones
se resuspendieron en Tampoén de Resuspension (BIO-RAD Laboratories). El nivel de STAT3 fosforilado se determind
en un lector de matriz (BIO-PLEX, BIO-RAD Laboratories) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
aumentos en el nivel del factor de transcripcion STAT3 fosforilado en los lisados fueron indicativos de una interaccion
receptor-ligando de IL-21 de ratén. Para el ensayo de neutralizacién, las disminuciones en el nivel del factor de
transcripcion STAT3 fosforilado fueron indicativos de mAb capaces de neutralizar la interaccion receptor-ligando de
IL-21.

Ensayo (IV): Inhibicién de la proliferacion de células B impulsada por IL-21.

Como una prueba de funcionalidad, se prueba la capacidad de anti-mIL-21 para neutralizar la proliferacién de células
B impulsada por mIL-21. Se pueden realizar ensayos equivalentes para probar anticuerpos anti-hlL-21, tal como el
Ejemplo 10 del documento W0O2013/164021 que utiliza PBMC aisladas de voluntarios humanos sanos. Se puede
obtener mas informacion sobre la capacidad de inhibir la maduracion de células B como se describe en los Ejemplos
6 y 12 del documento W02012/098113.

Materiales

Placas: Placa de 96 pocillos con fondo en U (Corning Costar # 3894)

Medios completos: RPMI con GlutaMAX (num. de catalogo 61870), Sodio 0,5 mM, Piruvato, 5 ml de aminoacidos no
esenciales (100x), 2-ME 50 yM, Pen/Strep y HI FBS al 10 %.

Anti-CD40 purificado: BD#553787:

Anti-IgM purificado: Jackson #115-006-020

Microperlas CD45R (B220): Miltenyi Biotec 130-049-501
3H-timidina: Amersham, TRK-565.

Materiales de prueba y control

mADb anti-mlL-21 de ratén, clon 397.18.2.1
IL-21 de raton recombinante (rmlL-21)
Isotipo IgG1 de raton (Anti-TNP)

Las células B de raton se purifican de bazos recogidos de ratones C57BL/6 de tipo salvaje de 6-8 semanas de edad.
Los esplenocitos de células individuales se preparan forzando el 6rgano a través de un filtro de células de 70 ym hacia
PBS. Las células B se purificaron mediante seleccion positiva anti-B220 mediante perlas magnéticas, mediante el uso
de perlas magnéticas y un separador de células AutoMACS (Miltenyi Biotec) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Las células se estimulan in vitro con: a) anti-lgM soluble (1 pg/ml), b) anti-CD40 soluble (1 pg/ml) y ¢) miL-21 (25, 50,
100 ng/ml). Se afadieron 105 células B purificadas por pocillo en una placa de 96 pocillos y se estimularon durante
72 h a 37 °C con IgM soluble (1 pg/ml), IgM soluble anti-CD40 (1 ug/ml) y rmIL-21 (100 ng/ml) en presencia de un
anticuerpo anti-IL-21 o un anticuerpo de control de isotipo. Durante las Ultimas 18 h de incubaciéon, se afade 3H-
timidina a cada pocillo y se midié la incorporacién de timidina (proliferacion) en un centelleador liquido Top Counter
(Perkin Elmer)

Los resultados han demostrado que el anticuerpo anti-mIL-21 es capaz de inhibir la proliferacién de células B de una
manera dependiente de la concentracion.

Ensayo (V): Determinacion del efecto de glucosa en sangre en el modelo NOD

El propésito de este experimento fue determinar el efecto de la administracion de un agonista de GLP-1, tal como el
péptido GLP-1, y/o un inhibidor de la funcién de IL-21 sobre la glucosa en sangre.

Se us6 el modelo de ratén NOD de inicio reciente. Los ratones se examinaron dos veces por semana y la aparicion
de diabetes se definié como 2 valores consecutivos de glucosa en sangre de >250 mg/dl. Los ratones se inscribieron
en el experimento a partir de las 11 semanas de edad y continuaron inscritos hasta las 26 semanas de edad. La
dosificacion se basoé en el peso.
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La glucosa en sangre se midié mediante el uso de un medidor de glucosa en sangre (Bayer Contour USB) con las
tiras de glucosa en sangre correspondientes. Los ratones con un nivel de glucosa en sangre >250 mg/dl en dos dias
consecutivos se consideraron diabéticos. Cuando se observo la glucosa en sangre alta por primera vez, la glucosa en
sangre se midié nuevamente al dia siguiente. Si la medida fue nuevamente >250 mg/dl, el animal se registr6 como
diabético, se inscribié en un grupo de tratamiento y se monitore6 adicionalmente hasta que alcanzé dos lecturas
consecutivas de >600 mg/dl. En este momento el ratdon se sacrificd. Los ratones también se sacrificaron antes de
alcanzar un valor de glucosa en sangre de >600 mg/dl si su estado general se deterioraba, segun lo determinado por
el peso y/o el aspecto general. Si la segunda medicion no confirmé la aparicién de diabetes (es decir, es <250 mg/dl),
el animal se dejo hasta la siguiente medicion regular, y se repitio el procedimiento anterior.

Ejemplo 1 - Liraglutida en combinacién con anti-IL-21 en el modelo NOD

El propésito de este experimento fue determinar el efecto de la combinacién del anticuerpo anti-IL-21 y la liraglutida
sobre la glucosa en sangre. Se probé si un curso corto de anticuerpo sustituto anti-IL-21 de ratén en combinacién con
la administracion diaria de liraglutida podria revertir la hiperglucemia. El anticuerpo sustituto anti-IL-21 de raton se
preparé mediante inmunizacion de ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad mediante inyeccion s.c. con IL-21 de
ratén recombinante en una mezcla de adyuvantes. IL-21 recombinante de ratén esta disponible comercialmente y tiene
la secuencia MHKSSPQGPD RLLIRLRHLI DIVEQLKIYE NDLDPELLSA PQDVKGHCEH AAFACFQKAK
LKPSNPGNNK TFIIDLVAQL RRRLPARRGG KKQKHIAKCP SCDSYEKRTP KEFLERLKWL LQKMIHQHLS (SEQ ID
NO 13). Inicialmente, los clones de anticuerpos que se unian a mIL-21 se seleccionaron mediante el uso de un ensayo
estandar de captura estilo ELISA y subsecuentemente se seleccion6 un clon con una fuerte actividad neutralizante
segun lo determinado mediante el ensayo de fosforilacion de STAT3 descrito anteriormente.

El experimento se llevé a cabo como se describe en el Ensayo (V) en la presente descripcion, en donde los detalles
experimentales fueron los siguientes: Los grupos de tratamiento fueron los siguientes: (1) sin tratamiento; (2) Anti-IL-
21 25 mg/kg, 5 administraciones; (3) liraglutida 1 mg/kg diariamente durante 5 semanas; y (4) Anti-IL-21 25 mg/kg, 5
administraciones + liraglutida 1 mg/kg diariamente durante 5 semanas. Anti-IL-21 se administré i.p. cinco veces dos
veces por semana comenzando inmediatamente después de la inclusién de los ratones, es decir, desde el Dia 0. La
liraglutida se administrd s.c. en su composicién comercializada con un incremento de 0,3 mg/kg en el Dia 0, 0,6 mg/kg
en el Dia 1, y después 1 mg/kg en el Dia 2 y posteriormente. El tratamiento con liraglutida se realizé 0-35 dias después
del inicio de la diabetes; se monitored la glucosa en sangre durante 35 dias adicionales, dos veces por semana. El
anti-IL.-21 sustituto de raton es un isotipo mlgG1/kappa con la secuencia de aminoacidos de VL:
MDFQVQIFSFLLISASVILSRGQTVLIQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASG

VPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWNSNPPTFGGGTKLEMK, y la secuencia de aminoacidos de VH:
MNFGPSLIFLVLILKGVQCEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFNRYSMSWVRQSPEKRLEWVAEISVGGSYT
QYVDIVTGRFTISRDNAKNTLYLEMSSLRSEDTAMYYCARLYYSGSGDSYYYAMDYWGQGTSVTVSS. La
concentracion de solucion madre de anti-IL-21 fue de 11 mg/ml en fosfato 20 mM, NaCl 150 mM a pH = 7,4; los niveles
de endotoxina fueron <0,01 EU/mg y la pureza es >95 % y el almacenamiento a largo plazo se realiz6 a -80 °C. Antes
de su uso, el anti-IL-21 se diluy6é en tampdn (fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, pH = 7,4). Las alicuotas de anti-IL-21 para
inyeccion en los animales se descongelaron solo una vez. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y la Figura 1-2.

Tabla 1. Glucosa en sangre promedio (mg/dl) +/- SD (desviacién estandar) después de la administracion de
liraglutida y/o anti-IL-21 en el modelo NOD (N=10 por grupo al inicio. En el transcurso del experimento, algunos
animales se retiraron del estudio y se sacrificaron debido a valores altos de glucosa en sangre (superiores a 600

mg/dl) y/o mala salud general. El resto n se indica en la tabla). El periodo de tiempo que se muestra abarca la fase
de tratamiento con liraglutida (dias 0-35 después del inicio de la diabetes) y 35 dias adicionales de monitoreo. El
limite de deteccioén para el medidor de glucosa fue de 600 mg/dl.
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Tiempo Tratamiento
(dias
diﬁiscﬁ)gzzcljsl Control no tratado Anti-IL-21 solo Liraglutida sola Llraglutldzap/ Anti-IL-
diabetes)
0 375+/-91 351+/-56 374+/-55 362+/-75
4 364+/-129 370+/-73 335+/-85 278+/-100
7 388+/-108 (n=9) 404+/-93 363+/-104 185+/-79
11 447+/-124 (n=9) 405+/-160 458+/-95 206+/-98
14 472+/-119 (n=8) 379+/-139 (n=8) 501+/-87 (n=7) 212+/-118
18 528+/-67 (n=6) 351+/-178 (n=7) 488+/-63 (n=5) 200+/-129
21 533+/-66 (n=4) 285+/-151 (n=6) 469+/-6 (n=2) 200+/-135
25 538+/-45 (n=3) 279+/-169 (n=6) 506+/-53 (n=2) 163+/-39 (n=9)
28 583+/-0 (n=1) 204+/-95 (n=5) 533+/-0 (n=1) 150+/-23 (n=9)
32 600+/-0 (n=1) 221+/-101 (n=5) 600+/-0 (n=1) 144+/-16 (n=9)
35 (n=0) 205+/-116 (n=5) (n=0) 143+/-15 (n=9)
39 224+/-140 (n=5) 248+/-103 (n=9)
42 215+/-112 (n=5) 204+/-61 (n=9)
46 201+/-122 (n=5) 209+/-82 (n=9)
49 217+/-140 (n=5) 157+/-33 (n=9)
53 229+/-186 (n=5) 179+/-78 (n=9)
56 128+/-10 (n=4) 181+/-75 (n=9)
60 174+/-59 (n=4) 164+/-32 (n=9)
63 156+/-30 (n=4) 191+/-52 (n=9)
67 138+/-16 (n=4) 167+/-51 (n=9)
70 153+/-30 (n=4) 192+/-82 (n=9)
*) Liraglutida solo se administré el dia 0-35 después del inicio de la diabetes.

La inscripcion de ratones como se describe en el Ejemplo 1 se continué al afiadir 9, 8, 8 y 8 sujetos a los grupos de
tratamiento 1 a 4, respectivamente. Las mediciones promedio de glucosa en sangre para los nuevos sujetos se
incluyen en la Tabla 2, mientras que las mediciones promedio de glucosa en sangre para el conjunto de datos completo
se incluyen en la tabla 3.

A diferencia de los sujetos anteriores, estos datos incluyen 3 ratones no tratados que solo eran diabéticos transitorios
(bajo nivel de BGV hasta el dia 70). Esto es inusual, pero se ha observado que ocurre con cierta frecuencia en particular
si los ratones son relativamente viejos al inicio de la diabetes. EI BGV promedio de los ratones tratados con anti-IL-21
solo se ve afectado por el retiro de tres ratones "curados" (con un BGV bajo) y, por lo tanto, el BGV promedio de los
ratones restantes es mayor que el resultado que se hubiera tenido si todos los ratones hubieran estado todavia
incluidos.
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Tabla 2 (ratones adicionales)

Tiempo Tratamiento
(dias
después . . .
del irr)1icio Control no tratado Anti-IL-21 solo Liraglutida sola Llraglutldzap/ Anti-IL-
de la
diabetes)
0 312+/-52 (n=9) 353+/-59 (n=8) 373+/-85 (n=8) 315+/-55 (n=8)
4 329+/-85 (n=9) 326+/-104 (n=8) 199+/-66 (n=8) 198+/-101 (n=8)
7 347+/-91 (n=9) 375+/-103 (n=8) 203+/-119 (n=8) 150+/-20 (n=8)
11 372+/-129 (n=9) 361+/-125 (n=8) 306+/-133 (n=8) 173+/-49 (n=8)
14 414+/-159 (n=9) 338+/-153 (n=8) 363+/-152 (n=8) 172+/-61 (n=8)
18 305+/-111 (n=6) 336+/-183 (n=8) 402+/-157 (n=7) 156+/-21 (n=8)
21 335+/-122 (n=6) 248+/-153 (n=6) 396+/-169 (n=6) 158+/-69 (n=8)
28 443+/-139 (n=5) 219+/-162 (n=6) 413+/-210 (n=5) 172+/-67 (n=8)
35 305+/-179 (n=4) 147+/-15 (n=5) 178+/-22 (n=2) 167+/-62 (n=8)
42 198+/-19 (n=3) 264+/-121 (n=2%) 505+/-40 (n=2) 246+/-160 (n=5%)
49 244+/-81 (n=3) 118+/-17 (n=2) 503+/-63 (n=2) 271+/-145 (n=5)
56 203+/-47 (n=3) 286+/-107 (n=2) 476+/-0 (n=1) 279+/-177 (n=5)
63 196+/-67 (n=3) 314+/-157 (n=2) 600+/-0 (n=1) 190+/-81 (n=4)
70 208+/-50 (n=3) 400+/-108 (n=2) (n=0) 256+/-137 (n=4)
* Liraglutida solo se administré el dia 0-35 después del inicio de la diabetes.
# Se tomaron tres ratones para muestras histoldgicas en el dia 35 de los grupos Anti-IL-21 solo y liraglutida +
Anti-I-21 y la reduccién enlan de 5 a 2y 8 a 5 no refleja el retiro de ratones debido a la alta BGV o mala salud
general.

Ejemplo 3 - Liraglutida en combinacién con anti-IL-21 en el modelo NOD Compilacién de los datos del Ejemplo
1y el Ejemplo 2

Todos los datos del ejemplo 1 y el ejemplo 2 se han compilado para proporcionar datos para un total de 19, 18, 18 y
18 sujetos en los cuatro grupos de tratamientos como se describe en la tabla a continuacion.

Grupo n Tratamiento Régimen de dosificacion

1 19 No tratado Sin tratamiento

2 18 Anti-IL-21 solo 5 dosis de anti-IL-21 a 25 mg/kg de peso corporal, i.p.
2x/semana durante 2,5 semanas
Comenzando en el inicio de la diabetes

3 18 Liraglutida sola 0,3 mg/kg de peso corporal en el dia 0, s.c.
0,6 mg/kg de peso corporal en el dia 1, s.c.
1 mg/kg de peso corporal del dia 2-34, s.c.
Comenzando en el inicio de la diabetes, 35 dosis en

4 18 Anti-IL-21 + liraglutida g);ilificado como anteriormente para cada monoterapia

Los valores promedio de BGV se incluyen en la tabla 3, como se indicé anteriormente.

Los valores promedio de BGV para todos los ratones de los ejemplos 1y 2 se ilustran en la figura 3 y 4, mostrando
nuevamente que el nimero de ratones que sobreviven en los grupos no tratados y tratados con liraglutida es muy
pequefio, mientras que un numero sustancial de ratones tratados con anti-IL-21 solo o en combinacién con liraglutida
se mantuvo viable durante todo el periodo de estudio de 70 dias. Nuevamente, el retiro de tres animales en estos dos
grupos resulta en que la representacion no esté completamente en linea con el efecto real.
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Tabla 3 (todos los ratones)

Tiempo Tratamiento
in(iiilssdg?:%ligﬁeci:;) Control no tratado Anti-IL-21 solo Liraglutida sola L'ragluu%ﬂ,}' Anti-L-
0 345+/-81 (n=19) 352+/-57 (n=18) 373+/-70 (n=18) 341+/-71 (n=18)
4 347+/-111 (n=19) 351+/-91 (n=18) 274+/-102 (n=18) 242+/-108 (n=18)
7 368+/-102 (n=18) 391+/-99 (n=18) 292+/-136 (n=18) 169+/-63 (n=18)
11 410+/-132 (n=18) 385+/-147 (n=18) | 391+/-136 (n=18) 191+/-82 (n=18)
14 441+/-127 (n=17) 358+/-148 (n=16) | 427+/-144 (n=15) 194+/-99 (n=18)
18 427+/-143 (n=11) 343+/-181 (n=15) | 438+/-133 (n=13) 181+4/-100 (n=18)
21 414+/-142 (n=10) 267+/-153 (n=12) 414+/-150 (n=8) 181+4/-113 (n=18)
28 466+/-137 (n=6) 212+4/-136 (n=11) 433+/-197 (n=6) 160+/-50 (n=17)
35 305+/-179 (n=4) 176+/-88 (n=10) 178+/-22 (n=2) 154+/-46 (n=17)
42 198+/-19 (n=3) 229+/-117 (n=7%) 505+/-40 (n=2) 219+/-109 (n=14%)
49 244+/-81 (n=3) 189+/-127 (n=7) 503+/-63 (n=2) 198+/-106 (n=14)
56 203+/-47 (n=3) 181+/-97 (n=6) 476+/-0 (n=1) 216+/-130 (n=14)
63 196+/-67 (n=3) 209+/-119 (n=6) 600+/-0 (n=1) 190+/-63 (n=13)
70 208+/-50 (n=3) 236+/-134 (n=6) (n=0) 212+/-106 (n=13)
* Liraglutida solo se administré el dia 0-35 después del inicio de la diabetes.
# Se tomaron tres ratones para muestras histolégicas en el dia 35 de los grupos Anti-IL-21 solo y liraglutida +
Anti-I-21 y la reduccién en lan de 5 a 2 'y 8 a 5 no refleja el retiro de ratones debido a la alta BGV o mala salud
general.

Para evaluar los resultados, los valores promedio de BGV deben combinarse con el numero de ratones que participan
y permanecen en el estudio en relacién con el numero de ratones que se retiran durante el estudio debido a una
enfermedad terminal. Esto se ilustra en los graficos de Kaplan-Meyer de la Figura 5. El grafico superior (Figura 5A)
ilustra la fraccion (porcentaje) de ratones que permanecen diabéticos, por ejemplo, ratones con una BGV por encima
de 250 e incluyen ratones que se retiraron del estudio debido a una BGV por encima de 600 o una mala salud general.
No es sorprendente que solo unos pocos ratones no tratados o tratados con liraglutida se recuperen espontaneamente
durante el periodo de 35 dias. Por el contrario, el tratamiento con anti-IL-21 es capaz de revertir la diabetes (reduciendo
la BGV a menos de 250 mg/ml) en la mitad de los ratones y en combinacion con liraglutida solo 2 (de 18) ratones
permanecieron diabéticos durante los primeros 35 dias del estudio, que representa el periodo de tratamiento.

El gréfico inferior (Figura 5B) ilustra la tasa de supervivencia en cada grupo de tratamiento definida por el nimero de
ratones que permanecen en el estudio durante el periodo completo (70 dias), en relacién con la n en cada grupo. Se
observa que la n para anti-IL-21 y el tratamiento de combinacién es 15 (y no 18) para dar cuenta de los 3 +3 ratones
que se retiraron para examen histolégico. Nuevamente, el tratamiento de combinacién fue efectivo ya que solo 2
ratones de 15 se sacrificaron debido a que tenian hiperglucemia terminal o de mala salud general. También se observa
que solo 3 y 0 animales no tratados y tratados con liraglutida, respectivamente, no se volvieron hiperglucémicos
terminales en el dia 70.

Examen histoldgico: Los analisis histoldgicos se realizaron en tejido pancreatico de un subconjunto de ratones de cada
grupo. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para evaluar la insulitis y la tincion
inmunofluorescente con CD8 e insulina o CD4 e insulina para evaluar la insulitis y también caracterizar los tipos de
células dentro de los infiltrados. Los ratones no tratados y los ratones tratados con liraglutida tenian pocos islotes
visibles restantes (como se esperaba en ratones que se habian vuelto hiperglucémicos terminales (BGV >600

mg/dl). El pancreas de estos ratones exhibié una fuerte infiltracion celular, mientras que los ratones tratados con Anti-
IL-21 solo o en combinacién con liraglutida mostraron un menor grado de infiltracion. La insulina se redujo en los
ratones supervivientes tratados con anti-IL-21 solo o en combinacion con liraglutida.

Ejemplo 4 - Liraglutida en combinacién con anti-IL-21 en el modelo NOD - estudio de confirmacion

El estudio se realiza como se describe para el ejemplo 1 con los grupos de tratamiento como se describe en la tabla
a continuacion.
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Grupo n Tratamiento Régimen de dosificacion

1 10 No tratado Sin tratamiento

5 dosis de Anti-IL-21 a 25 mg/kg de peso corporal,
. i.p.

2 16 Anti-IL-21 solo 2x/semana durante 2,5 semanas

Comenzando en el inicio de la diabetes

0,3 mg/kg de peso corporal en el dia 0, s.c.

0,6 mg/kg de peso corporal en el dia 1, s.c.

3 10 Liraglutida sola 1 mg/kg de peso corporal del dia 2-34, s.c.
Comenzando en el inicio de la diabetes, 35 dosis en
total
Dosificado como anteriormente para cada

4 15 Anti-IL-21 + liraglutida monoterapia

Comenzando en el inicio de la diabetes

Aqui no se incluyen datos detallados, ya que los resultados generales estan de acuerdo con el estudio anterior.

Breve descripcién: La monoterapia con Anti-IL-21 curd con éxito el 75 % de los ratones con hiperglucemia establecida
en los primeros 35 dias después del inicio de la enfermedad, mientras que la liraglutida sola tuvo poco efecto sobre la
progresion de la diabetes, con un 60 % de ratones que se volvieron hiperglucémicos terminales antes del final del
periodo de tratamiento con liraglutida, y el 40 % restante poco después.

Sin embargo, cuando se administraron Anti-IL-21 y liraglutida en combinacion, este régimen revirtié la hiperglucemia
establecida en el 87 % de los ratones tratados, y también resulté en una mayor supervivencia en comparacion con los
ratones no tratados y aquellos tratados con liraglutida sola hasta 70 dias después del inicio de la hiperglucemia (80 %
de supervivencia para la terapia de combinacion; 0 % tanto para liraglutida sola como no tratado). La monoterapia con
anti-IL-21 también proporcion6é una supervivencia mejorada (75 %) en comparacion con los ratones no tratados y
tratados con liraglutida sola.

Los datos demuestran que la terapia combinada con Anti-IL-21 mas liraglutida proporciona una eficacia mejorada en
comparacién con la monoterapia con cualquiera de los agentes para revertir la diabetes establecida. Este retorno a la
normoglucemia se mantiene estable para la mayoria de los ratones incluso después de que se retira la liraglutida.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Novo Nordisk A/S

<120> TRATAMIENTO DE DIABETES MEDIANTE EL USO DE GLP-1Y ANTI-IL-21
<130> 140039WO001
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<170> Patentln versién 3.5
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Thr

Leu

Ser

435

Ser

<213> artificial

<220>

Pro

Thr

420

Val

Leu

Pro

405

Val

Met

Ser

<223> "mAb 14", cadena ligera

<400> 4

Ala 1le GIn Leu

1

Asp Arg

Leu Ala

His Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn

Thr
5

Ile

GIn

Ser

Thr

Thr

85

Gly

390

Val

Pro

GIn

Thr

GIn

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ES 2791 879 T3

Leu

Glu

Gly
455

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Asp

Ser

Ala
440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Arg

425

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GIn

Glu

34

Asp
410

Trp

His

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

GIn
90

395

Gly

GIn

Asn

Leu

GIn

Ala

Pro

e

75

Phe

Lys

Ser

GIn

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Phe

Gly

Tyr
445

Ala

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Phe

Asn

430

Thr

Ser

Asp

Ile

Phe

Leu

Val

Leu

415

Val

GIn

vVal
15

Ser

Leu

Ser

GIn

Pro

95

Ala

400

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

Gly

Pro

80

Tyr

Ala
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100

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
115 120

Thr Ala Ser Val Vval Cys Leu Leu
130 135

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn
145 150

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser
165

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
180

Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly
195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 5
<211> 447
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> "mAb 14" cadena pesada del isotipo IgG4

<400> 5

Glu val GIn Leu VvVal Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ser Met Asn Trp Val Arg GIn Ala
35 40

Ser Ser lle Thr Ser Gly Ser Tyr

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser
25

Pro

Tyr

35

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Ile

Glu

Phe

GIn

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

GIn

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Gly

Tyr

Leu
125

Pro

Gly

Tyr

Val
205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ser

Trp

Ser

Gly

Ala

GIn

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Val

Val
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Lys

65

Leu

Val

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Pro

50

Gly

GIn

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

GIn

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Glu

Arg

Met

Glu

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

Asn

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Pro

Val

Ala
165
Gly

Gly

Lys

Pro
245

Cys

e
70

Leu

Trp

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Lys

Val
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55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Val

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

36

Asn

Asp

Gly

Ser

Thr

Pro

Val
170
Ser

Thr

Val

Phe

Thr

250

Val

Ala

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu
155

Ser

Cys

Glu

Leu

235

Leu

Ser

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Met

GIn

Asn

Val

Val

Gly

125

Ser

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Gly

Ile

Glu

Ser

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
175
Val

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Tyr

80

Cys

GIn

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

Val

240

Thr

Glu
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Val GIn

Thr Lys
290

Val Leu
305

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

370
Gly GIn
385

Asp Gly

Trp GIn

His Asn

<210> 6
<211> 538
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 6

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

GIn

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His
435

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
405

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

310

Lys

GIn

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

GIn

ES 2791 879 T3

Val

GIn

295

GIn

Gly

Pro

Thr

Ser
375
Tyr

Tyr

Phe

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Thr

Arg

Cys

425

Leu

37

Val

Ser

Leu

Ser

330

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

GIn

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Val

Tyr

300

Gly

Val

Ser

Glu
380
Pro

Val

Met

Ser

His
285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Leu
445

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

320

Pro

Leu

Asn
Ser
400

Arg

Leu
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Met

Gly

Val

Leu

Cys

65

Cys

Asn

Leu

Thr

Pro

145

Arg

Ser

Asp

Pro

Trp

e

Thr

50

Ser

Leu

Phe

130

Ala

Asn

Val

Ser

Arg

Gly

Cys

35

Trp

Leu

Met

Thr

Ala

115

Ser

Phe

Arg

Asp

Ser
195

Gly

Cys

20

Ile

GIn

Asp

Asp

100

Glu

Gly

Tyr

Gly

Ser

180

Tyr

Trp

Pro

Leu

Asp

Arg

Val

85

GIn

Ser

GIn

Met

Asp

165

Arg

Glu

Ala

Asp

Glu

GIn

Ser

70

Phe

Ser

Tyr

Leu

150

Pro

Ser

Leu
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Ala

Leu

Met

Tyr

55

Ala

Gly

Lys

Asn

135

Lys

Trp

Val

GIn

Pro

Val

Trp

40

Glu

Phe

Asn

Pro

120

Gly

Ala

Ser

Val
200

Leu

Cys

25

Asn

Glu

Asn

Met

Tyr

105

Ala

Ser

Lys

Val

Leu

185

Arg

38

Leu

10

Tyr

Leu

Leu

Ala

Ala

90

Ser

Pro

Trp

Leu

Ser

170

Leu

Ala

Leu

Thr

Lys

Thr

75

Asp

GIn

Pro

Arg

GIn

155

Pro

Pro

Gly

Leu

Asp

Pro

Asp

60

Asp

Glu

Phe

Ser

140

Tyr

Arg

Leu

Pro

Leu

Tyr

Ser

45

Glu

Ala

Cys

Asn

125

Asp

Glu

Arg

Glu

Met
205

Leu

Leu

30

Thr

Ala

Thr

Phe

Gly

110

Val

Leu

Lys

Phe

190

Pro

GIn

15

GIn

Leu

Thr

Tyr

Ser

95

Ser

Thr

Glu

GIn

Leu

175

Arg

Gly

Gly

Thr

Thr

Ser

Thr

80

Val

Phe

Val

Asp

Tyr

160

Lys

Ser
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Ser

Thr

225

Leu

Thr

Pro

Lys

Pro
305

Pro

Pro

Pro

Arg

Glu

385

Ala

Tyr

210

GIn

Leu

His

Glu

Lys

290

Trp

Pro

Ala

Thr

Pro

370

Gly

Leu

GIn

Ser

Leu

Pro

Arg

275

Trp

Ser

Arg

Glu

Ala

355

Tyr

Pro

Asp

Gly

Glu

Leu

Leu

260

Phe

Val

Pro

Ser

Leu

340

GIn

Gly

Cys

Leu

Thr

Glu

Val

245

Trp

Phe

Gly

Glu

Pro

325

Val

Asn

Leu

Thr

Asp

Trp

Leu

230

Arg

Met

Ala

Val
310

Ala

Glu

Ser

Val

Trp

390

Ala
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Ser
215

Lys

Val

Leu

Pro

Pro

295

Pro

Lys

Ser

Gly

Ser

375

Pro

Gly

Glu

Glu

Phe

Trp

Leu

280

Phe

Ser

Arg

Asp

Gly

360

e

Cys

Leu

Trp

Gly

Lys

265

Tyr

Thr

Thr

Leu

Gly

345

Ser

Asp

Ser

Glu

39

Ser

Trp

Pro

250

Lys

Lys

Gly

Leu

GIn

330

Val

Ala

Thr

Cys

Pro

Asp
Asn

235

Ala

Gly

Ser

Glu
315

Leu

Pro

Tyr

Val

Glu

395

Ser

Pro

220

Pro

Phe

Trp

Cys

Ser

300

Val

Thr

Lys

Ser

Thr

380

Asp

Pro

Val

Trp

Ala

Ser

285

Leu

Tyr

Glu

Pro

Glu

365

Val

Asp

Gly

Leu

Ser

Val

270

Gly

Glu

Ser

Leu

Ser

350

Glu

Leu

Gly

Leu

Phe

Leu

Leu

255

Pro

Asp

Leu

Cys

GIn

335

Phe

Arg

Asp

Tyr

Glu

GIn

Leu

240

Lys

Ser

Phe

Gly

His
320

Glu

Trp

Asp

Ala

Pro

400

Asp
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Pro Leu

Ala Gly

Leu Lys
450

Trp Gly
465

Pro Leu

Ser Asp

Glu Gly

Pro Leu
530

<210> 7
<211> 369
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 7

Leu

Ser

435

Pro

Gly

Ala

Cys

Pro
515
Ser

Asp
420

Pro

Pro

Arg

Gly

Ser

500

Pro

Ser

Met Leu Lys Pro

1

Pro Leu Leu Gly

20

Asn Glu Asp Thr

35

405

Ala

Gly

Leu

Ser

Leu

485

Ser

Arg

Pro

Ser

Val

Thr

Gly

Leu

Ala

Pro

470

Asp

Pro

Ser

Gly

Leu

Gly

Ala
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Thr

Gly

Asp

455

Gly

Met

Val

Tyr

Pro
535

Pro

Leu

Asp

Thr

Gly

440

Gly

Gly

Asp

Glu

Leu
520
GIn

Phe

Asn

Phe
40

Val

425

Pro

Glu

Val

Thr

Cys
505

Arg

Ala

Thr

Thr

25

Phe

40

410

Leu

Leu

Asp

Ser

Phe

490

Asp

GIn

Ser

Ser
10

Thr

Leu

Ser

Gly

Trp

Glu

475

Asp

Phe

Trp

Leu

Ile

Thr

Cys

Ser

Ala

460

Ser

Ser

Thr

Val

Leu

Leu

Thr

Gly

Leu

445

Gly

Glu

Gly

Ser

Val
525

Phe

Thr

Cys

430

Leu

Gly

Ala

Phe

Pro
510

Leu

415

Val

Asp

Leu

Gly

Val

495

Gly

Pro

GIn
15

Ser

Arg

Pro

Ser

480

Gly

Asp

Pro

Leu

Pro Asn Gly

30

Met Pro Thr Asp

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

Ser

Phe

65

GIn

Asp

Ser

Val

Met

145

Thr

Arg

Trp

Ser

Ser

225

Ser

Leu

50

Asn

Pro

Lys

Gly

Val

130

Leu

Leu

Phe

Asp

Leu

210

Arg

Ser

Val

Thr

Val

Cys

115

GIn

Leu

His

195

Pro

Phe

Pro

Val

Glu

Asn

GIn

100

GIn

Leu

Leu

Lys

Asn

180

Ser

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

85

Lys

Leu

GIn

GIn

Leu

165

Trp

Val

Pro

His
245

Thr

Met

70

Thr

Cys

GIn

Asp

Asn

150

Ser

Thr

Leu
230

Trp
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Leu

55

Asn

Leu

Ser

Lys

Pro

135

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

215

Cys

Gly

Pro

Cys

Lys

120

Arg

Val

Ser

Glu

GIn

200

GIn

Gly

Ser

Leu

Thr

Tyr

Tyr

105

Glu

Glu

GIn

His

185

Ser

Lys

Ser

Asn

41

Pro

Trp

Trp

Leu

Ile

Pro

Pro

Leu

170

Leu

Val

Arg

Ala

Thr
250

Glu

Asn

75

Tyr

Phe

Arg

Trp

155

Glu

Val

Asp

Tyr

GIn

235

Ser

Val

60

Ser

Lys

Ser

Leu

Arg

140

Ala

Leu

GIn

Tyr

Thr

220

Lys

GIn

Ser

Asn

Glu

Tyr

125

GIn

Pro

Asn

Tyr

Arg

205

Phe

Trp

Glu

Cys

Ser

Ser

Glu

110

GIn

Ala

Glu

Trp

Arg

190

His

Arg

Ser

Asn

Phe

Glu

Thr

Thr

Asn

Asn

175

Thr

Lys

Val

Glu

Pro
255

Val

Pro

80

Asn

Thr

Phe

GIn

Leu

160

Asn

Asp

Phe

Arg

Trp

240

Phe
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Leu Phe

Ile lle

Arg lle
290

Gly Asn
305

Leu GIn

Pro Lys

GIn His

Thr

<210> 8
<211> 31
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 8

Ala

Ser

275

Pro

Phe

Pro

Gly

Ser
355

Leu
260

Leu

Thr

Ser

Asp

Gly

340

Pro

Glu

Leu

Leu

Ala

Tyr

325

Ala

Tyr

Ala

Cys

Lys

Trp

310

Ser

Leu

Trp
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Val

Val

Asn

295

Ser

Glu

Gly

Ala

Val

Tyr

280

Leu

Gly

Arg

Glu

Pro
360

Ile

265

Phe

Glu

Val

Leu

Gly

345

Pro

Ser

Trp

Asp

Ser

Cys

330

Pro

Cys

Val

Leu

Leu

Lys

315

Leu

Gly

Tyr

Gly

Glu

Val

300

Gly

Val

Ala

Thr

Ser

Arg

285

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu
365

Met

270

Thr

Glu

Ala

Glu

Pro

350

Lys

Gly

Met

Tyr

Glu

Ile

335

Cys

Pro

Leu

Pro

Ser

320

Pro

Asn

Glu

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1

5

10

15

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

<210> 9
<211> 40
<212> PRT

20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia artificial basada en GLP-1 humano

25

42

30
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<220> ,
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (1)..(1)

<223> L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, alfa-hidroxi-histidina, homohistidina, N-alfa-
acetil-histidina, alfa-fluorometil-histidina, alfa-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (2)..(2)

<223> Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil) carboxilico, acido (1- aminociclobutil) carboxilico,
acido (1-aminociclopentil) carboxilico, acido (1-aminociclohexil) carboxilico, acido (1-aminocicloheptil) carboxilico, o

(1-aminociclooctil)

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (10)..(10)

<223> Valo Leu

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (12)..(12)

<223> Ser, Lys 0 Arg

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (13)..(13)

<223> Tyro GIn

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (14)..(14)

<223> Leu o Met

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (16)..(16)

<223> Gly, Glu o Aib

<220>
<221>CARACTERISTICA_MISC
<222> (17)..(17)

<223> GlIn, Glu, Lys o Arg

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (19)..(19)
<223> Ala o Val

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (20)..(20)

<223> Lys, Glu o Arg

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (21)..(21)

<223> GluoLeu

<220>

<221> CARACTERiSTICA_MISC
<222> (24)..(24)

<223> Ala, Glu o Arg

<220>

ES 2791 879 T3
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<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (27)..(27)
<223> Val o Lys

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (28)..(28)

<223> Lys, Glu, Asn o Arg

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (29)..(29)
<223> Gly 0 Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (30)..(30)

<223> Arg, Gly o Lys

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (31)..(31)

<223> Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente; siempre que si esta ausente cada residuo de aminoacido
corriente abajo también esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (32)..(32)

<223> Lys, Ser, amida o esta ausente; siempre que, si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo
también esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (33)..(33)

<223> Ser, Lys, amida o esta ausente; siempre que, si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo
también esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (34)..(34)

<223> Gly, amida o esta ausente; siempre que si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente

<220>

<221> CARACTERiSTICA_MISC

<222> (35)..(35)

<223> Ala, amida o esta ausente; siempre que si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (36)..(36)

<223> Pro, amida o estd ausente; siempre que si estd ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (37)..(37)

<223> Pro, amida o esta ausente; siempre que si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (38)..(38)

<223> Pro, amida o esta ausente; siempre que si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente
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<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (39)..(39)

<223> Ser, amida o esta ausente; siempre que si estd ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también
esta ausente

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (40)..(40)

<223> amida o est4 ausente; siempre que si esta ausente, cada residuo de aminoacido corriente abajo también esta
ausente

<400> 9

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40

<210> 10

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia artificial basada en GLP-1 humano

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (1)..(1)

<223> L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina,-hidroxi-histidina, homohistidina, N-alfa-acetil-
histidina, alfa-fluorometil-histidina, alfa-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (2)..(2)

<223> Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil) carboxilico, acido (1- aminociclobutil) carboxilico,
acido (1-aminociclopentil) carboxilico, acido (1-aminociclohexilo) carboxilico, acido(1-aminocicloheptil) carboxilico, o

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (12)..(12)

<223> Ser, Lys 0 Arg

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (16)..(16)

<223> Gly, Glu o Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (17)..(17)

<223> GlIn, Glu, Lys o Arg

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
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<222> (20)..(20)
<223> Lys, Glu o Arg

<220>

<221> CARACTERiSTICA_MISC
<222> (24)..(24)

<223> Ala, Glu o Arg

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (28)..(28)

<223> Lys, Glu o Arg

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (29)..(29)
<223> Gly o Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (30)..(30)

<223> ArgolLys

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (31)..(31)

<223> Gly, Ala, Glu o Lys

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (32)..(32)

<223> Lys, amida o esta ausente

<400> 10
Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Xaa Trp Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Glu Phe Ile Xaa Trp Leu Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

<210> 11

<211> 130

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> |L-21 recombinante de raton

<400> 11

Met His Lys Ser Ser Pro GIn Gly Pro Asp Arg Leu Leu lle Arg Leu
1 5 10 15

Arg His Leu lle Asp Ile Val Glu GIn Leu Lys Ile Tyr Glu Asn Asp
20 25 30
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Leu Asp

Glu His
50

Asn Pro
65

Arg Arg

Ala Lys

Phe Leu

Leu Ser
130

<210> 12
<211> 128
<212> PRT

Pro

35

Ala

Gly

Arg

Cys

Glu
115

Glu

Ala

Asn

Leu

Pro

100

Arg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Phe

Asn

Pro

85

Ser

Leu

Leu

Ala

Lys

70

Ala

Lys

ES 2791 879 T3

Ser

Cys

55

Thr

Arg

Asp

Trp

Ala

40

Phe

Phe

Arg

Ser

Leu
120

Pro

GIn

e

Gly

Tyr

105

Leu

GIn

Lys

e

Gly

90

Glu

GIn

Asp

Ala

Asp

75

Lys

Lys

Val

Lys

60

Leu

Lys

Arg

Met

Lys

45

Leu

Val

GIn

Thr

Ile
125

Gly His

Lys Pro

Ala GIn

Lys His
95

Pro Lys
110

His GIn

<223> La secuencia de aminoacidos de VL de anti-IL-21 sustituto de ratdn es un isotipo de mlgG1/kappa

<400> 12

Met Asp Phe GIn Val GIn Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala

1

5

10

Val lle Leu Ser Arg Gly GIn Thr Val Leu lle GIn Ser

20

25

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys

35

40

45

15

Pro Ala
30

Ser Ala

Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Ser Gly Thr

50

55

47

60

Cys

Ser

Leu

80

Ile

Glu

His

Ser

Ile

Ser

Ser
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Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val
65 70 75

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr
85 90 95

Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
100 105 110

Asn Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Met
115 120 125

<210> 13

<211> 144

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> La secuencia de aminoacidos de VH de anti-IL-21 sustituto de raton es un isotipo de migG1/kappa

<400> 13

Met Asn Phe Gly Pro Ser Leu lle Phe Leu Val Leu lIle Leu Lys
1 5 10 15

Val GIn Cys Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vval
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45

Asn Arg Tyr Ser Met Ser Trp Val Arg GIn Ser Pro Glu Lys Arg
50 55 60

Glu Trp Val Ala Glu Ile Ser Val Gly Gly Ser Tyr Thr GIn Tyr
65 70 75

Asp Ile val Thr Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys

Thr Leu Tyr Leu Glu Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
100 105 110

48

Pro
80

Ile

Trp

Gly

Lys

Phe

Leu

Val

80

Asn

Met
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Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Tyr Tyr Ser Gly Ser Gly Asp Ser Tyr Tyr

115

120

125

Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Tyr

130

14
145
PRT

artificial

135

Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID No 29

14

Glu

GIn

Gly

Ser

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Phe
130

Phe

Cys

Arg

Tyr

Val

Val

Cys
115

Gly

Gly Leu Ser Trp

GIn

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Met

5
Val

Leu

Met

Phe

Gly

85

GIn

Arg

Asp

GIn

Arg

Ile

70

Arg

Met

Asp

Val

Leu

Leu

Trp

55

Trp

Phe

Asn

Gly

Trp
135

Val

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

Asp

120

Gly

Phe

Glu
25

Cys

Arg

Asp

Leu
105

Ser

GIn

49

Leu
10
Ser

Ala

GIn

Gly

Ser

90

Arg

Ser

Gly

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

Asp

Thr

140

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Trp

Thr
140

Leu

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Tyr

125

Val

Leu

Val

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Gly

Thr

Arg
15
vVal

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Asp

vVal

Gly

GIn

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Tyr

Ser
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Ser
145

<210> 15
<211> 5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 31

<400> 15

Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 16
<211> 17
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 33

<400> 16

Phe 1le Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 )

Gly

<210> 17
<211> 17
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 35

<400> 17

Asp Gly Asp Ser Ser Asp Trp Tyr Gly Asp Tyr Tyr Phe Gly Met Asp

1 )

Val

<210> 18
<211> 126
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 37

50

10

10

15

15
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<400>

Met
1

Asp

Leu

Val

Pro
65
Asp

Ser

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

Glu

Thr

Ser

Ser
50
Arg

Arg

Arg

Ser

19
12
PRT

Thr

Thr

Pro

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Trp
115

artificial

Pro

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
100

Thr

Ala

Glu

Glu

Tyr

Gly
85

Pro

Phe

GIn

e

Arg

Leu

Tyr
70
Ser

Glu

Gly

ES 2791 879 T3

Leu

Val

Ala

Ala

55

Gly

Gly

Asp

GIn

Leu

Leu

Thr
40

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
120

Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 39

19

Ala Ser GIn Ser Val

20
7
PRT

artificial

5

Ser

Ser

Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 41

20

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

5

Phe

Thr

25

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Thr

Ser

51

Leu Leu
10

GIn Ser

Ser Cys

GIn GIn

Ser Arg

75
Thr Asp
90

Val Tyr

Lys Vval

Tyr Leu
10

Leu

Pro

Arg

Lys

60

Ala

Phe

Tyr

Glu

Ala

Leu

Gly

Ala
45

Pro

Thr

Thr

Cys

Ile
125

Trp

Thr
30

Ser

Gly

Gly

Leu

GIn
110

Lys

Leu
15

Leu

GIn

GIn

Ile

Thr
95

GIn

Pro

Ser

Ser

Ala

Pro
80
Ile

Tyr
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21

7

PRT
artificial

Parte del anticuerpo anti-IL-21, SEQ ID NO 43

21

GIn GIn Tyr Gly Ser Trp Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

22

5

PRT
artificial

Secuencia sintética

22

Thr Tyr Gly Met His

1

5

52
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REIVINDICACIONES

Un agonista de GLP-1 y un inhibidor de la funcién de IL-21 para usar en un método para el tratamiento de la
diabetes tipo 1, en donde dicho inhibidor de la funcién de IL-21 es un anticuerpo que es capaz de unirse
especificamente a IL-21.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcion de IL-21 para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde dicho inhibidor de la funcion de IL-21 se une a

a. lahélice 1y 3delIL-21 humana o

b. lahélice 2y 4 de IL-21 humana.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funciéon de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho inhibidor de la funcién de IL-21 se une a un epitopo discontinuo en
IL-21, en donde dicho epitopo estd compuesto por los aminoéacidos 137 a Y52 y N92 a P108 como se establece
enla SEQID NO 1.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho inhibidor de la funcién de IL-21 se une al menos a uno de R34,
R38, Q41 y uno de K102 y R105 de IL-21 como se define por la SEQ ID NO 1.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, en donde dicho inhibidor de la funcién de IL-21 comprende

c. las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 2y las tres secuencias de CDR como
se establece en la SEQID NO 3 o

d. las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 2 y las tres secuencias de CDR como
se establece en la SEQ ID NO 3 excepto que la CDR1 de la cadena pesada es TYGMH

e. las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 4 y las tres secuencias de CDR como
se establece en la SEQ ID NO 5.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho inhibidor de la funcion de IL-21 se une especificamente a IL-21 con
una afinidad de union de 10 M-" o mayor, 102 M-' 0 mayor, 10° M-' 0 mayor, 10'® M-! 0 mayor, 10'° M-' 0 mayor,
0 10'2 M! 0 mayor.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 es un péptido GLP-1.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 es un péptido GLP-1 en donde un resto de unién
a albumina se une a través de un residuo de Lys, tal como un residuo de Lys seleccionado del residuo 23, 26,
34, 36 0 38 de GLP-1 (7-37).

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 es liraglutida.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 es liraglutida, y en donde dicho inhibidor de la
funcion de IL-21 comprende las tres secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 2 y las tres
secuencias de CDR como se establece en la SEQ ID NO 3.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 y dicho inhibidor de la funcién de IL-21 se
administran de manera concomitante o secuencial.

El agonista de GLP-1 y el inhibidor de la funcién de IL-21 para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho agonista de GLP-1 y dicho inhibidor de la funcion de IL-21 estan
comprendidos en una(s) composicion(ones) que comprende(n) opcionalmente uno o mas excipientes
adicionales.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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