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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de diana doble que comprenden la porcién Fc de una inmunoglobulina
Referencia cruzada con la solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica prioridad y beneficios de la solicitud de patente china No. 201710148158.7, presentada
ante la oficina estatal de propiedad intelectual el 14 de marzo de 2017; y la solicitud de patente china No.
201810129427 X, presentada ante la oficina estatal de propiedad intelectual el 8 de febrero de 2018.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a proteinas de fusién que comprenden el factor de crecimiento de fibroblasto
21 (FGF21) y el péptido similar al glucagén-1 (GLP-1), conectados a través de una porcibn Fc de
inmunoglobulina, y a usos de las proteinas de fusién para tratar enfermedades metabdlicas.

Antecedentes de la invencién

En la actualidad, existen tres categorias de farmacos para el tratamiento de la diabetes: medicamentos orales
de moléculas pequefias, insulina y farmacos agonistas del receptor GLP-1. El tratamiento a largo plazo con
farmacos de moléculas pequefias produce efectos secundarios evidentes y el control glucémico post diabético
no es satisfactorio. El tratamiento de la diabetes con insulina requiere multiples inyecciones (al menos una vez
al dia) y la hipoglucemia se desencadena facilmente por diferencias en las dosis individuales. Un solo agonista
del receptor GLP-1 no es un agente de primera linea y tiene una eficacia limitada en las complicaciones
cardiovasculares causadas por el metabolismo anormal de la diabetes.

El péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) es un tipo de incretina secretada por las células L intestinales. Este
estimula las células B de los islotes para que secreten insulina, manteniendo el equilibrio de insulina en los
pacientes. El GLP-1 natural sélo sobrevive solamente hasta 2 minutos in vitro y, por lo tanto, no es eficaz como
farmaco. Desde hace algunos afios, varios partidos, incluyendo Eli Lilly, Novo Nordisk, GSK, han buscado
competitivamente transformar la proteina con la finalidad de obtener una clase de farmacos hipoglucémicos
GLP-1 de accién prolongada. Actualmente, los farmacos GLP-1 de accién mas prolongada, tal como
dulaglutida, se pueden administrar una vez por semana fusionando un fragmento de anticuerpo a la proteina
GLP-1. Sin embargo, los estudios encuentran que la curva de reduccién de glucosa de dulaglutida no es estable
y la glucosa en sangre comienza a aumentar al dia siguiente del tratamiento. Por lo tanto, esta situaciéon no es
ideal para controlar la diabetes y puede conducir a diversas complicaciones.

La diabetes tipo 2 tiene dos caracteristicas principales: resistencia a la insulina periférica y secrecién alterada
de insulina dependiente de la glucosa por parte de las células beta pancreaticas. Los trastornos metabdlicos
como la diabetes suelen estar causados por una variedad de factores complejos, por lo que el tratamiento de
multiples vias metabdlicas se considera mucho mas ventajoso.

El factor de crecimiento de fibroblasto 21 (FGF21) es una citocina descubierta recientemente. Puede estimular
los receptores GLUT1 y promover el transporte de glucosa a las células, por lo que se puede utilizar como un
farmaco para tratar la diabetes. Sin embargo, el FGF21 se enfrenta a un gran problema cuando se trata de
propiedades medicinales. El FGF21 tiene una vida media corta, alrededor de una hora en un modelo de ratén
(pero la bioactividad maxima se puede mantener durante més de seis horas). La razén por la que FGF21 se
degrada rapidamente se debe a las proteasas del cuerpo y a su propensién a formar agregados in vitro, lo que
resulta en una inmunogenicidad que es perjudicial para la extensién de la vida media.

En los ultimos afios se han realizado diversos intentos para aumentar la estabilidad de FGF21 in vivo con la
finalidad de desarrollar el uso farmacéutico de FGF21, tal como mutar en sitios diferentes, insertar
aminoécidos/cadenas grasas o eliminar algunos aminoacidos que se realizaron con base en las secuencias
nativas de FGF21, tal como las publicadas en WO 2003011213, WO 2005072769, WO 2005061712, WO
2006065582, WO 2010065439, W02013052311, WO 2013188182, WO 2013033452, WO 2005091944, WO
2012066075, WO 2013188181.

Sumario

La presente divulgacidén proporciona una proteina de fusion de diana doble que comprende GLP-1 y FGF21,
con sitios de mutacién diferentes de las proteinas de fusién divulgadas previamente. Los inventores han
descubierto sorprendentemente que la proteina de fusién de diana doble de la presente invencidn tiene mejor
estabilidad y una vida media significativamente prolongada, y exhibe efectos sinérgicos en la reduccién del
azucar en sangre, los lipidos, el peso, y asi sucesivamente.

En un aspecto de la presente invencidn, se proporciona una proteina de fusién, la cual comprende o consiste

en un primer polipéptido: GLP-1 o un analogo del mismo, un segundo polipéptido: una porcién Fc de IgG4 y un
tercer polipéptido: FGF21 o una variante del mismo, en el que el primer polipéptido esta unido al segundo
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polipéptido a través de un primer enlazador y el tercer polipéptido esta unido al segundo polipéptido a través
de un segundo enlazador, y en el que la serina en la posicién 228 de la porcién Fc de IgG4 se reemplaza por
prolina y la arginina en la posicién 409 de la porcién Fc de IgG4 se reemplaza por lisina, en comparacién con
una porcién Fc de 1IgG4 de tipo silvestre. Por lo tanto, se aumenta la seguridad y la estabilidad de la proteina
de fusién, lo que conduce a una vida media significativamente prolongada.

El primer polipéptido, el analogo de GLP-1, comprende la secuencia nativa de GLP-1 (SEQ ID NO: 14) que
tienede 1 a 10 (tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos,
prolongando asi la vida media de GLP-1 in vivo, mientras que conserva o mejora la actividad biolégica de GLP-
1.

En algunas realizaciones, el analogo de GLP-1 comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7 (HX/EGTFTSDV SSYLEX-QAAK EFIAWLX3XsGXs Xe), en el que X4 se selecciona de G oV, X2
se selecciona de E 0 G; X3 se selecciona de V o K; X4 se selecciona de K o N; Xs se seleccionade Go E; Xs
se selecciona de G o P o esta ausente.

En otras realizaciones, el analogo de GLP-1 comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1.

El segundo polipéptido, en algunas realizaciones, la porcién Fc de IgG4 comprende adicionalmente una o mas
mutaciones seleccionadas de las siguientes: E233P, F234V o F234A, L235E o L235A, N297A, K447 en
comparacién con una porcién Fc de IgG4 de tipo silvestre.

En otras realizaciones, la porcion Fc de IgG4 comprende una cualquiera de las siguientes combinaciones de
mutaciones:

1) S228P y R409K,;

2) S228P, E233P y R409K;

3) S228P, N297Ay R409K;

4) S228P, F234A, L235Ay R409K;

5) S228P, F234V, L235E y R409K; y

6) S228P, F234A, L235A, R409K y K447, en comparacién con una porcién Fc de IgG4 de tipo silvestre.

En aln otras realizaciones, la porcion Fc de IgG4 comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2.

El tercer polipéptido, la variante de FGF21, comprende la secuencia nativa de FGF21 que tiene una o més
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos, prolongando asi la vida media in vivo de FGF21 y
preservando o mejorando la actividad biolégica de FGF21.

En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende al menos una mutacién de aminoéacido en la
posicién 170 o la posicién 171 o la posicién 172; la mutacién del aminoacido en la posicién 170 se selecciona
del grupo que consiste en G170E, G170A, G170C, G170D, G170N y G170S; la mutacidén del aminoéacido en la
posicién 171 se selecciona del grupo que consiste en P171A, P171E, P171H, P171Q, P171T, P171Y, P171W,
P171C, P171G, P171S y P171T, la mutacién del aminoéacido en la posicién 172 se selecciona del grupo que
consiste en 81 72L, 81721, S172V, S172Ay S172M. En algunas realizaciones, la mutaciéon del aminoacido en
la posicidn 170 se selecciona del grupo que consiste en G170E, G170A, G170D y G170S; la mutacion del
aminoacido en la posicién 171 se selecciona del grupo que consiste en P171A, P171E, P171Q, P171W, P171C,
P171G y P171T, la mutacién del aminoéacido en la posicién 172 se selecciona del grupo que consiste en S172L,
S172V y S172M. En algunas realizaciones, la mutacién del aminoécido en la posicién 170 se selecciona del
grupo que consiste en G170E y G170A, la mutacién del aminoacido en la posicién 171 se selecciona del grupo
que consiste en P171A, P171C y P171 G; la mutacidén del aminoacido en la posicién 172 es S172L.

En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas mutaciones en uno o
méas sitios seleccionados del grupo que consiste en 45, 98, 100, 118, 134, 150, 151, 152, 167, 175, 179 y 180.
En algunas realizaciones, la mutacién del aminoacido en la posicién 45 se selecciona del grupo que consiste
en A45K, A45R, A45E y A45Q; la mutacion del aminoécido en la posicion 98 se selecciona del grupo que
consiste en L98D, L98R, L98E, L98Q, L98K y L98T, la mutacién del aminoacido en la posicién 100 es L100K;
la mutacién del aminoacido en la posicién 118 es L118C; el aminoacido en la posicién 134 es A134C; la
mutacidn del aminoéacido en la posicién 150 es P150A, la mutacidén del aminoacido en la posicién 151 es G151A,
el aminoacido en la posicion 152 es 1152V, la mutacién del aminoacido en la posicién 167 se selecciona del
grupo que consiste en S167H, S167C y S167R; la mutacién del aminoacido en la posicién 175 se selecciona
del grupo que consiste en R175L, R175H y R175P; el aminoécido en la posicién 179 se selecciona del grupo
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que consiste en Y1798, Y179A e Y179F; la mutacion del aminoéacido en la posicién 180 se selecciona del grupo
que consiste en A 1805, A 180E y A180G.

En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas mutaciones en uno o
méas sitios seleccionados del grupo que consiste en 45, 98, 100, 167, 175, 179 y 180. En algunas realizaciones,
la mutacién del aminoéacido en la posicién 45 se selecciona del grupo que consiste en A45K, A45R, A45E y
A45Q; la mutacién del aminoéacido en la posicion 98 se selecciona del grupo que consiste en L98D, L98R,
LO8E, L98Q, L98K y L98T: la mutacién del aminoacido en la posicién 100 es L100K; la mutacién del aminoacido
en la posicidn 167 se selecciona del grupo que consiste en S167H y S167C; la mutacién del aminoacido en la
posicién 175 se selecciona del grupo que consiste en R175L y R175H; el aminoé&cido en la posiciéon 179 se
selecciona del grupo que consiste en Y1798, Y179A e Y179F; la mutacién del aminoacido en la posicién 180
se selecciona del grupo que consiste en A 180S, A 180E y A180G.

En otras realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas mutaciones en uno 0 mas
sitios seleccionados del grupo que consiste en 45, 98, 167, 175, 179 y 180. En algunas realizaciones, la
mutacién del aminoacido en la posicién 45 se selecciona del grupo que consiste en A45K, A45R, A45E y A45Q;
la mutacién del aminoacido en la posicién 98 se selecciona del grupo que consiste en L98D, L98R, L98E, L98Q,
L98K y L98T, la mutacién del aminoacido en la posicién 167 se selecciona del grupo que consiste en S167H y
S167C,; la mutacién del aminoéacido en la posiciéon 175 se selecciona del grupo que consiste en R175L y R175H;
el aminoécido en la posicién 179 se selecciona del grupo que consiste en Y1798, Y179A e Y179F; la mutacién
del aminoécido en la posicion 180 se selecciona del grupo que consiste en A 180S, A 180E y A180G.

En otras realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas mutaciones en uno 0 mas
sitios seleccionados del grupo que consiste en 98, 167, 175y 179. En algunas realizaciones, la mutacién del
aminodacido en la posicién 98 se selecciona del grupo que consiste en L98D, L98R, L98E y L98K; la mutacién
del aminoécido en la posiciéon 167 se selecciona del grupo que consiste en S167H y S167C; el aminoacido en
la posicién 175 se selecciona del grupo que consiste en: R175L, R175H; la mutacién del aminoacido en la
posicién 179 se selecciona del grupo que consiste en Y179S e Y179F.

En otras realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas mutaciones en uno 0 méas
sitios seleccionados del grupo que consiste en 98, 167, 175y 179. En algunas realizaciones, la mutacién del
aminoacido en la posicién 98 se selecciona del grupo que consiste en L98D y L98R; la mutacién del aminoéacido
en la posicién 167 es S167H; el aminoacido en la posicién 175 es R175L; la mutacién del aminoacido en la
posicién 179 es Y179F.

En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende al menos mutaciones de aminoacidos en uno o
méas sitios de 98 0 171, en el que la mutacién del aminoacido en la posicién 98 se selecciona del grupo que
consiste en L98D y L98R; la mutacién del aminoéacido en la posicién 170 se selecciona del grupo que consiste
en P171A y P171G. En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas
mutaciones en uno 0 mas sitios seleccionados del grupo que consiste en 167, 175y 179, en el que la mutacién
del aminoécido en la posiciéon 167 se selecciona del grupo que consiste en S167H y S167C; la mutacién del
aminoécido en la posicion 175 se selecciona del grupo que consiste en R175L, R175H y R175P; el aminoacido
en la posicién 179 se selecciona del grupo que consiste en Y179S e Y179F.

En algunas realizaciones, la variante de FGF21 comprende al menos mutaciones de aminoacidos en uno o
mas sitios de 98 o 171, en el que, la mutacién del aminoéacido en la posiciéon 98 es L98R; la mutacidén del
aminoécido en la posicién 170 se selecciona del grupo que consiste en P171A y P171G. En algunas
realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o méas mutaciones en uno o més sitios
seleccionados del grupo que consiste en 167, 175y 179, en el que la mutacién del aminoacido en la posicién
167 es S167H; la mutacidén del aminoéacido en la posicién 175 es R175L; el aminoacido en la posicién 179 es
Y179F.

En otras realizaciones, la variante de FGF21 comprende una cualquiera de las siguientes combinaciones de
mutaciones:

1) L98R y P171G;
2) L98R y P171A;

3) L98R, P171G e Y179F;

4) L98R, P171G y A180E;

5) L98R, G170E, P171Ay S172L;
6) L98R, S167H y P171A; y

7) L98R, S167H, P171Ay R175L.
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En aln otras realizaciones, la variante de FGF21 comprende adicionalmente:
a) truncamiento del amino terminal de no mas de 8 residuos de aminoacidos;
b) truncamiento del carboxilo terminal de no mas de 12 residuos de aminoacidos;

¢) truncamiento del amino terminal de no més de 8 residuos de aminoécidos y truncamiento del carboxilo
terminal de no mas de 12 residuos de aminoacidos; o

d) extensién del carboxilo terminal de no més de 6 residuos de aminoacidos.

En la presente invencion, el primer polipéptido y el tercer polipéptido se fusionan respectivamente con la porcién
Fc de 1gG4 a través de un primer enlazador y un segundo enlazador, y el primer enlazador y/o el segundo
enlazador comprenden un polipéptido de 5 a 50 residuos de aminoacidos, y el polipéptido comprende al menos
50% de G. En algunas realizaciones, el primer enlazador y el segundo enlazador comprenden cada uno
independientemente 1, 2 o 3 polipéptidos ricos en G. En otras realizaciones, el primer enlazador y el segundo
enlazador se seleccionan cada uno independientemente de GGGGSGGGGS 0 GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 13) 0 GGGGSGGGGSGGGGSA.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién es una proteina de fusién homodimérica.
En algunas realizaciones, la proteina de fusién es una proteina de fusién no homodimérica.

En otro aspecto de la invencién, se proporcionan polinucleétidos que codifican para las proteinas de fusién de
la invencién.

En un aspecto adicional de la invencién, también se proporciona un vector que comprende un polinucledtido
de la invencion.

En un aspecto adicional de la invencion, también se proporciona una célula hospedera que comprende un
vector de la invencion.

En un aspecto adicional de la invencién, también se proporciona un método para preparar una proteina de
fusién de la invencién, en el que el método comprende expresar un vector de la invencién en una célula
hospedera.

En otro aspecto de la presente invencidn, también se proporciona una composicién (tal como una composicién
farmacéutica) que comprende la proteina de fusién de la presente invencién y, opcionalmente, uno o mas
adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Dichos adyuvantes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no se limitan a, portadores, excipientes, diluyentes, vehiculos y otros adyuvantes farmacéuticamente
aceptables requeridos en preparaciones farmacéuticas, o cualquier combinacién de los mismos.

Las proteinas de fusién o composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas) de la presente invencién
se pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las enfermedades metabélicas se pueden
seleccionar de diabetes, obesidad y esteatosis hepatica.

En otro aspecto de la presente invencién, también se proporciona el uso de la proteina de fusidn de la presente
invencién en la preparacién de una composicién farmacéutica. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica se utiliza para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Por ejemplo, las enfermedades
metabdlicas se pueden seleccionar de diabetes, obesidad y esteatosis hepatica.

En otro aspecto de la presente invencion, también se proporciona un método para tratar enfermedades
metabdlicas, el cual comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusién o
composicién farmacéutica de la presente invencidén a un sujeto que lo necesita. Por ejemplo, las enfermedades
metabdlicas se pueden seleccionar de diabetes, obesidad y esteatosis hepatica.

En otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una proteina de fusién o una composicién
farmacéutica para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. La enfermedad metabdlica se puede
seleccionar de diabetes, obesidad y esteatosis hepatica.

La proteina de fusidn proporcionada en la presente memoria tiene las siguientes ventajas: la proteina de fusién
tiene una estabilidad mejorada y es mas segura debido a que evita la disociacién del dimero y, por lo tanto,
evita la combinacién aleatoria con el anticuerpo en el cuerpo; la proteina de fusion tiene una vida media mas
larga, el periodo de administracién es mayor a una semana y aumenta el cumplimiento del paciente; no
desencadena el efecto ADCC o CDC. En otro aspecto, la proteina de fusion homodimérica que comprende el
primer polipéptido, el segundo polipéptido y el tercer polipéptido proporcionados en la presente memoria tienen
ventajas Unicas que incluyen una buena actividad biolégica en enfermedades metabdlicas, un efecto
hipoglucémico estable debido al efecto sinérgico Unico ejercido por el primer polipéptido y el tercer polipéptido,
y otras actividades biol6gicas tales como buena hipolipemia, pérdida de peso, etc.
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Descripcién de las figuras
La figura 1 muestra un diagrama esquematico de una proteina de fusién homodimérica en una realizacién.

La figura 2 muestra gréaficas de concentracién de AMPc como una funcién de dulaglutida o D3F1 detectados
utilizando un modelo celular de GLP-1R.

La figura 3 muestra curvas de calorimetria diferencial de barrido microcalorimétrico de las proteinas de fusién
D1F1, D1F2, D6F1y D7F1.

La figura 4 muestra los niveles de glucosa en sangre después de la administracién de dulaglutida, S1F1y D1F1
en el modelo de ratén db/db.

La figura 5 muestra los niveles de glucosa en sangre después de la administracién de las proteinas de fusién
D1F1, D2F1 y D7F1 en el modo de ratén db/db.

La figura 6 muestra los efectos hipoglucémicos después de la administracion de las proteinas de fusién D3F1,
D4F1 y DSF1 en el modelo de ratdén db/db.

La figura 7 muestra los efectos de la reduccidn del colesterol total después de la administracién de dulaglutida,
S1F1 y D1F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 8 muestra los efectos de los triglicéridos reducidos después de la administraciéon de dulaglutida, S1F1
y D1F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 9 muestra los efectos de los triglicéridos reducidos después de la administracién de las proteinas de
fusién D1F2, D2F1 y D7F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 10 muestra los efectos de reduccién del colesterol total después de la administracién de las proteinas
de fusién D1F2, D2F1 y D7F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 11 muestra los efectos de las lipoproteinas de alta densidad reducidas después de la administracién
de las proteinas de fusion D1F1, D2F1 y D7F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 12 muestra los efectos de las lipoproteinas de baja densidad reducidas después de la administracién
de las proteinas de fusion D1F1, D2F1 y D7F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 13 muestra los efectos de los triglicéridos reducidos después de la administracién de las proteinas de
fusién D3F1, D4F1, DSF1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 14 muestra los efectos de la reduccién del colesterol total después de la administracién de las
proteinas de fusion D3F1, D4F1 y DSF1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 15 muestra los efectos de las lipoproteinas de baja densidad reducidas después de la administracién
de las proteinas de fusion D3F1, D4F1 y D5F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 16 muestra los efectos de la reduccién de peso después de la administracién de dulaglutida, S1F1y
D1F1 en el modelo de ratén db/db.

La figura 17 muestra los efectos hipoglucémicos después de la administracién de dulaglutida y DSF1 en el
modelo de ratén ob/ob.

La figura 18 muestra la concentracién de glucosa en sangre después de la administracién de dulaglutida y
D5F1 después de 16 horas de ayuno en el modelo de ratén ob/ob.

La figura 19 muestra los efectos de la mejora de esteatosis hepética después de la administracién de dulaglutida
y D5F1 en el modelo de ratdén ob/ob.

Ejemplos

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Sin embargo, se debe de entender que la descripcidén detallada y los ejemplos especificos, si bien
indican realizaciones preferibles de la invencién, se proporcionan solamente a modo de ilustracién, y en que
muchos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencién seran evidentes para los expertos en la
técnica a partir de la descripcién detallada.

Definicién de la terminologia

Tal como se utiliza en la presente memoria, "secuencia de GLP-1 nativa" se refiere a una secuencia de GLP-1
nativa (7-37) con actividad biolégica que se deriva de una secuencia GLP-1 de origen natural mediante la
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escisién de un péptido 6 N terminal. La secuencia nativa de GLP-1, es decir, la secuencia nativa de GLP-1 (7-
37), es: HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR G (SEQ ID NO: 14).

Tal como se utiliza en la presente memoria, "actividad biol6égica de GLP-1" se refiere a una variedad de efectos
biol6gicos inducidos por GLP-1, tal como estimular la secrecién de insulina, inhibir la secreciéon de glucagén,
inhibir el vaciamiento gastrico, inhibir la motilidad gastrica o intestinal e inducir la pérdida de peso. Una
caracteristica sorprendente de GLP-1 es que puede estimular la secrecién de insulina sin los riesgos asociados
con la hipoglucemia.

La "porcion Fc" descrita en la presente memoria consiste en una regién de bisagra de un anticuerpo, estructuras
de regién constante CH2 y CH3. El anticuerpo comprende dos fracciones funcionalmente independientes, un
dominio variable llamado "Fab" que se une a un antigeno y un dominio constante llamado "Fc" que esta
involucrado en funciones efectoras (por ejemplo, activacién del complemento y ataque mediante fagocitos). El
Fc tiene una vida media sérica larga, mientras que Fab tiene una vida corta (Capon et al, 1989, Nature 337:
525-31). Cuando se enlaza a una proteina terapéutica, el dominio Fc puede proporcionar vidas medias mas
largas o incorporar tales funciones como la unién al receptor Fc, la unién a la proteina A, la fijacion del
complemento o incluso la transferencia placentaria (Capon et al., 1989). El término "porcién Fc" tal como se
utiliza en la presente memoria se refiere a secuencias de porciones Fc de tipo silvestre derivadas de anticuerpos
naturales (por ejemplo, 1gG1, 19G2, 1gG3 o IgG4 de humano) y también abarca sus variantes. Las variantes
pueden incluir una o més sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos como las que se divulgan en
la presente memoria. En algunas realizaciones, las variantes de la porcién Fc mantienen la actividad de la
porcién Fc de tipo silvestre, tal como la unién a un receptor Fc.

Los nimeros de aminoéacidos de la porcion Fc de IgG4 descrita en la presente memoria estdn numerados de
acuerdo con el sistema de numeracién EU, por ejemplo, "S228P" significa que la serina en la posiciéon 228 de
acuerdo con el sistema de numeraciéon EU estd reemplazada por prolina; "K447" significa que la lisina en la
posicién 447 de acuerdo con el sistema de numeracién EU esta eliminada o ausente.

La secuencia de tipo silvestre de FGF21 contiene 209 aminoéacidos con el nimero de secuencia de referencia
de NCBI NP_061986.1; una secuencia de FGF21 madura contiene 181 aminoacidos y carece de una secuencia
lider que contiene el tipo silvestre de FGF21. Tal como se utiliza en la presente memoria, una "secuencia nativa
de FGF21" se refiere a la secuencia madura de FGF21 con la siguiente secuencia de aminoécidos (SEQ ID
NO: 15), la "variante de FGF21" descrita en la presente memoria es un polipéptido mutante que tiene la
siguiente secuencia de aminogcidos de FGF21 (SEQ ID NO: 15), los numeros de los sitios de mutacidén de
aminoacidos estdn numerados en la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 15). La secuencia de aminoacidos de la
variante de FGF21 difiere de la secuencia de aminoacidos de FGF21 nativa en uno o més aminoécidos. Las
variantes de FGF21 se pueden obtener mediante la modificacién con aminoacidos naturales o no naturales en
posiciones particulares en el polipéptido FGF21 nativo; dichas modificaciones incluyen la insercién, reemplazo
o delecién de uno o méas aminoéacidos conservados 0 no conservados en una posicién particular, asi como la
introduccién de estructuras que no son de aminoacidos en posiciones especificas.

SEQ ID NO: 15: HPIPDSSPLL QFGGQVRQRY LYTDDAQQTE AHLEIREDGT
VGGAADQSPE SLLOQLEKALKP GVIQILGVKT SRFLCQRPDG ALYGSLHFDP
EACSFRELLL EDGYNVYQSE AHGLPLHLPG NKSPHRDPAP RGPARFLPLP
GLPPALPEPP GILAPQFPDV GSSDPLSMVG PSQGRSPSYA §

Las variantes de FGF-21 pueden comprender adicional o alternativamente la delecién de aminoacidos, que
pueden ser truncamientos N terminales, truncamientos C terminales o deleciones internas o cualquier
combinacién de las mismas. Estas variantes que comprenden truncamiento N terminal, truncamiento C terminal
y/o delecién interna se denominan como "variantes de delecién” o "fragmentos” en el contexto de la presente
invencién. Los términos "variantes de delecién " y "fragmentos" se utilizan indistintamente en la presente
memoria. Los fragmentos pueden ser de origen natural (por ejemplo, variantes de empalme) o construidos
artificialmente, por ejemplo, a través de medios genéticos.

Las "sustituciones conservadas de aminoacidos" pueden incluir residuos de un residuo de aminoacido nativo
(es decir, un residuo presente en una posicién determinada en la secuencia del polipéptido FGF21 de tipo
silvestre) reemplazado por un residuo no nativo (es decir, un residuo que no esta presente en una posicién
determinada en la secuencia del polipéptido FGF21 de tipo silvestre), de modo que haya poco o ningln efecto
sobre la polaridad o carga de los residuos de aminoacidos en esta posicién. Las sustituciones conservadas de
aminoécidos también incluyen residuos de aminoacidos que no se producen de forma natural y que
comUnmente se incorporan mediante sintesis quimica de péptidos en lugar de mediante una sintesis del
sistema biolégico. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas reversas de la porcién del aminoécido.



ES 3014 984 T3

Los residuos naturales se pueden agrupar en las siguientes clases con base en las propiedades comunes de
la cadena lateral:

(1) Hidrofébico: norleucina, M, A, V, L, I;

(2) Hidrofilicidad neutra: C, S, T,

(3) Acido: D, E;

(4) Alcalino: N, Q, H, K, R;

(5) Residuos que afectan la orientacién de la cadena: G, P; y
(6) Aromético: W, Y, F.

Las sustituciones conservadas pueden incluir el intercambio de un miembro de estas categorias por otro
miembro de la misma categoria.

En la siguiente tabla se muestran algunas sustituciones conservadas de aminoacidos:

Aminoécido Sustituciones conservadas de aminoécidos

Ala D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, L-Cys, D-Cys

Arg D-Arg, Lys, Orn, D-Om

Asn D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn

Asp D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, Gin, D-GIn

Cys D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr, L-Ser, D-Ser
GIn D-GIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Glu D-Glu, Asp, D-Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn

Gly Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, B-Ala

lle D-lle, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Leu D-Leu, Val, D-Val, Met, D-Met, lle, D-lle

Lys D-Lys, Arg, D-Arg, Om, D-Om

Met D-Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val
Phe D-Phe, Tyr, D-Tyr, His, D-His, Trp, D-Trp

Pro D-Pro

Ser D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, L-Cys, D-Cys

Thr D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Val, D-Val
Tyr D-Tyr, Phe, D-Phe, His, D-His, Tip, D-Trp

Val D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met

Alternativamente, la siguiente tabla enlista ejemplos de sustituciones conservadas de aminoacidos, 0 0 més
representa que dos aminoéacidos son sustituciones conservadas de aminoacidos entre si:
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Cuando se forma la proteina de fusién de la invencién, se puede utilizar, aunque no necesariamente, un
enlazador o un conector. Cuando estéd presente un enlazador, su estructura quimica puede ser flexible dado
que funciona principalmente como un espaciador. Los enlazadores pueden estar compuestos de aminoécidos
unidos entre si por enlaces peptidicos. En algunas realizaciones de la invencién, el enlazador consta de 1 a 20
aminodacidos unidos por enlaces peptidicos. En algunas realizaciones, los 1 a 20 aminoacidos se seleccionan
de los 20 aminoacidos naturales. En diversas realizaciones, los 1 a 20 aminoacidos se seleccionan de los
aminoécidos glicina, serina, alanina, prolina, asparagina, glutamina y lisina. En algunas realizaciones, el
enlazador consta de multiples aminoécidos que no tienen impedimentos espaciales. En otras realizaciones, los
aminoécidos sin impedimentos espaciales consisten en glicina y alanina. Los polipéptidos ricos en G de la
presente invencién se pueden seleccionar de (G) 3-S, es decir, "GGGS", (G) 4-S, es decir, "GGGGS" y (G) 5-
S, es decir, "GGGGGS". En algunas realizaciones, el enlazador comprende GGGGSGGGGS,
GGGGSGGGGSGGGGS o GGGGSGGGGSGGGGSA.  Ofros enlaces  adecuados  incluyen:
GCGGGGSGGGSGGEES, GGGKGGGGE, GGGNGSGG, GGGCGGGG y GPNGG. Aunque se descubrié que
un enlazador de 15 residuos de aminoacidos desempefia un papel particularmente bueno para la proteina de
fusién de diana doble, la presente invencién contempla enlazadores de cualquier longitud o composicién.

Los enlazadores descritos en la presente memoria son ejemplares, y el enlazador divulgado en la presente
memoria puede ser mucho més largo y puede contener otros residuos. Los enlazadores en la presente
invencién también pueden ser enlazadores no peptidicos. Por ejemplo, se puede utilizar un enlazador alquilo,
tal como -NH-(CH2)s-C(O)-, en el que s = 2-20. Estos enlazadores alquilo se pueden sustituir adicionalmente
con cualquier grupo no estéricamente impedido, incluyendo, pero no limitado a, alquilo inferior (por ejemplo,
C1-C6), acilo inferior, halégeno (por ejemplo, Cl, Br), CN, NH2 o fenilo. Un enlazador no peptidico ejemplar
también puede ser un enlazador de polietilenglicol, en el que el enlazador tiene un peso molecular de 100-5000
kD, tal como 100-500 kD.

Tal como se utiliza en la presente memoria, se define "una o mas" sustituciones de aminoéacidos donde "més"
significa mayor que uno, talcomode 1a30,1a20,1a10,1a5,otalcomo 1,2, 3,4,5,6,7,8, 9,10, 11,12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30.

Los términos "primero" y "segundo" descritos en este articulo son Unicamente para el propésito de distinguir la
descripcién y no tienen ningun significado especial.

El "efecto ADCC" descrito en la presente memoria es la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC),
las subclases de IgG de humano (G1, G2, G3, G4) tienen diferentes actividades biolégicas (denominadas como
funciones efectoras). Estas funciones efectoras a menudo estan mediadas por la interaccién con el receptor
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FeyR (FeyR) o por la unién al subcomponente del complemento 1 (C1q), en el que el subcomponente del
complemento 1 reconoce y se une a la cadena pesada de inmunoglobulina G o inmunoglobulina M, iniciando
la via clasica del complemento. La unién a FcyR puede resultar en una citélisis mediada por células dependiente
del anticuerpo, mientras que la unién a factores del complemento puede resultar en una citélisis mediada por
el complemento, es decir, citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "que comprende" generalmente significa los elementos
recitados, pero sin excluir otros elementos.

Los términos "proteina" y "polipéptido” se utilizan indistintamente y, en su sentido més amplio, se refieren a un
compuesto de dos o més subunidades de aminoécidos, analogos de aminoéacidos o peptidomiméticos. Las
subunidades se pueden unir mediante enlaces peptidicos. En otra realizacion, las subunidades pueden estar
unidas por otros enlaces, tales como ésteres, éteres, grupos amino y similares. La proteina o el polipéptido
debe contener al menos dos aminoécidos y no hay limite para el nimero maximo de aminoéacidos que pueden
formar la secuencia de la proteina o del péptido. Eltérmino "aminoacido" como se utiliza en la presente memoria
se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, incluyendo los isdmeros 6pticos D y L de
aminoécidos, tal como la glicina, los isémeros 6pticos D y L, los analogos de aminoéacidos y los miméticos de
péptidos.

"Homologia" o "identidad" o "similitud" se refieren a la similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos
moléculas de acido nucleico. La homologia se puede determinar mediante la comparacién de las posiciones
en cada secuencia que se pueden alinear con fines comparativos. Cuando las posiciones en las secuencias
comparadas estan ocupadas por la misma base o aminoécido, estas moléculas son homélogas en esa posicion.
El grado de homologia entre secuencias varia con el nimero de coincidencias o posiciones homdélogas
compartidas por las secuencias. Una secuencia "no relacionada" o "no homdloga" comparte menos del 40%
de identidad, o alternativamente menos del 25% de identidad con una de las secuencias de la divulgacién.

A lo largo de esta memoria descriptiva se utiliza el término "al menos 80% de identidad de secuencia”" con
respecto a las comparaciones de secuencias de polipéptidos. La expresiéon generalmente se refiere a al menos
80%, al menos 81%, al menos 82%, al menos 83%, al menos 84%, al menos 85%, al menos 86%, al menos
87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia
con cada secuencia de referencia.

Cuando se utiliza en relacién con un valor numérico, el término "alrededor de" pretende incluir valores
numéricos en el intervalo que tiene un limite inferior de 5% menos que el valor indicado y un limite superior de
5% mayor que el valor indicado.

El término "proteina de fusién" generalmente se refiere a una proteina resultante de dos o mas proteinas o
polipéptidos. Un gen o una molécula de acido nucleico que codifica para dos 0 mas proteinas o polipéptidos se
pueden unir para formar un gen de fusién o una molécula de acido nucleico de fusién. El gen de fusién o la
molécula de &cido nucleico de fusién puede codificar para la proteina de fusién. La traduccién del gen de fusién
produce un Unico polipéptido que tiene la propiedad de al menos una, o incluso cada una, de las dos 0 mas
proteinas o polipéptidos antes de la fusion. Las proteinas de fusién recombinantes se crean artificialmente
mediante técnicas de ADN recombinante para investigacién biolégica o terapia. Las proteinas de fusién
recombinantes se crean mediante ingenieria genética de genes de fusién. La presente invencién se refiere a
proteinas de fusién recombinantes, y los términos proteinas de fusién y proteinas de fusiéon recombinantes se
utilizan en la presente memoria con el mismo significado. Las proteinas de fusiéon descritas en la presente
memoria generalmente comprenden al menos dos dominios (A y C), y opcionalmente un tercer componente,
un enlazador entre los dos dominios. La generacién de proteinas de fusién recombinantes es conocida en la
técnica y generalmente implica eliminar el codén de paro de la secuencia de ADNc auto codificante de la
primera proteina o polipéptido. Posteriormente, la secuencia de ADNc de la segunda proteina se une en marco
mediante ligacion o PCR de extensién superpuesta. Finalmente, la secuencia de ADN es expresada por la
célula como una Unica proteina. La proteina se puede disefiar para incluir la secuencia completa de dos
proteinas o polipéptidos originales, o sélo una fraccién de cualquiera de ellos.

Tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, las formas singulares "un", "una, uno"y
"el, 1a" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el
término "portador farmacéuticamente aceptable" incluye una pluralidad de portadores farmacéuticamente
aceptables, incluyendo mezclas de los mismos.

La "Composicién" generalmente es una combinacién de dos o0 més sustancias, por ejemplo, una combinacién
del agente activo con otros compuestos inertes o activos.

La "composicién farmacéutica" generalmente incluye el agente activo en combinacidén con un portador inerte o
activo, de modo que la composicién sea adecuada para usos diagnosticos o terapéuticos, ya sea in vivo 0 in
vitro o ex vivo.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3014 984 T3

En la presente invencién, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" generalmente se refiere a la dosis
minima de ingrediente activo requerida para producir un beneficio terapéutico en un sujeto. Por ejemplo, para
un paciente que presenta o es susceptible a diabetes tipo 2, obesidad o sindrome metabdlico, o para prevenir
la aparicién de la enfermedad, la "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una dosis que es capaz de
inducir, mejorar o causar una condicién patolégica, progresién de la enfermedad o condicidn fisiolégica que
esta asociada con o contrarrestada por el trastorno descrito anteriormente. En la presente solicitud, el término
"sujeto" o "paciente" puede ser un ser humano, pero también puede ser un animal no humano, mas
especificamente puede ser un animal de compafiia tal como un perro, un gato o similar, un animal de granja tal
€COMmo una vaca, una oveja, un cerdo, caballos 0 animales de laboratorio tales como ratas, ratones, conejillos
de indias y similares.

En la presente invencidn, una expresion de "XnY" indica que el residuo X en la posicién n en una secuencia
estd sustituido con el residuo Y cuando se describe la sustitucion de residuos de aminoécidos en la secuencia.
Por ejemplo, la sustituciéon del aminoacido "R175L" indica que el residuo R en la posicién 175 en una secuencia
esta sustituido por el residuo L.

Proteina de fusién, método de preparacidn y aplicacién

Los inventores de la presente invencion descubrieron que las proteinas de fusién de dos dianas conocidas no
pueden evitar por completo el problema de la disociacién del dimero. La razén puede ser que las interacciones
que ocurren en la estructura 3D de las cadenas de 200 aminoacidos aumentan hasta el otro extremo del Fc de
la proteina de fusién de diana doble; por lo tanto, se requiere una estructura de la porcién Fc de IgG4 més
estable para evitar la disociacién del dimero.

Sobre la base de una gran cantidad de trabajo inventivo por parte de los inventores, se descubri6
sorprendentemente que cuando se introdujeron dos mutaciones (S228P y R409K) en el Fc de 1gG4, la
estabilidad de la estructura de la porcion Fc de IgG4 mejoré enormemente. Ademas, el Fc mutado tuvo efectos
ADCC o CDC menores (o absolutamente nulos) que el Fc cominmente utilizado. Por lo tanto, la presente
invencién proporciona una estructura de proteina de fusién con alta estabilidad y bajos efectos ADCC/CDC.

En un aspecto de la invencion, la invencidn proporciona una proteina de fusién que comprende o consiste en
A-L1-B-L2-C o C-L1-B-L2-A,

En el que A es un agonista del receptor GLP-1 que comprende la secuencia de aminoécidos que se establece
en SEQ ID NO: 1 (HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGG G) o al menos alrededor de 80% de identidad
con la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 1, al menos alrededor de 90% de identidad
con la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1, o al menos alrededor de 95% de identidad
con la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 1, o al menos alrededor de 98% de identidad
con la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 1, o al menos alrededor de 99% de identidad
con la secuencia de aminodacidos que se establece en SEQ ID NO: 1;

B es un mutante de Fc-IgG4, que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 2 (ESKYGPPCPP
CPAPEAAGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFNS
TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL
VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ
KSLSLSLG) o al menos alrededor de 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o
al menos alrededor de 98% de identidad con la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 2,
o al menos alrededor de 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 2,
en la que, B comprende el décimo residuo de aminoacido de P (nimero EU correspondiente a 228) y el residuo
de aminoacido 191 de K (nimero EU correspondiente a 409);

C es FGF21, que comprende la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 6 (HPIPDSSPLL
QFGGQVRQRY LYTDDAQQTE AHLEIREDGT VGGAADQSPE SLLQLKALKP GVIQILGVKT SRFLCQRPDG
ALYGSLHFDP EACSFRERLL EDGYNVYQSE AHGLPLHLPG NKSPHRDPAP RGPARFLPLP GLPPALPEPP
GILAPQPPDV GSSDPLSMVG GSQGRSPSYA S) o al menos alrededor de 90% de identidad con la secuencia
de aminocidos que se establece en SEQ ID NO: 6, 0 al menos alrededor de 95% de identidad con la secuencia
de aminocidos que se establece en SEQ ID NO: 6, 0 al menos alrededor de 98% de identidad con la secuencia
de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 6, o un polipéptido que tiene al menos alrededor de 99% de
identidad con la secuencia de aminoéacidos que se establece en SEQ ID NO: 6 y que tiene actividad FGF21; y

L1 y/o L2 son un polipéptido que comprende de 5 a 50 residuos de aminoacidos y el polipéptido comprende al
menos 50% de G.

En algunas realizaciones, A comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7
(HX4EGTFTSDVSSYLEX2QAAK EFIAWLX3X4GXsXs) (SEQ ID NO: 7),

En el que, X se seleccionade G o V;
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X2 se seleccionade E 0 G;

X3 se seleccionade VoK;

X4 se seleccionade Ko N;

Xs se seleccionade GoE;y

Xe se selecciona de G o P o esta ausente.

En otras realizaciones, A comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID
NO: 1.

En algunas realizaciones, B comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ
ID NO: 8,

ESKYGPPOPP CPAPX X XoGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCYVVDVEQ
EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFX5S TYRVVEVLTV LHQDWLNGKE
YKCKVENKGL PSSIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL
VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLY S KLTVDKSRWQ
EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGX(( SEQ IDNO: §)

En el que, X; se selecciona de P o E;
Xs se selecciona de F, V 0 A;
Xo se selecciona de L, E 0 A
X1o se selecciona de No A; y

X411 se selecciona de K o esta ausente.

En otras realizaciones, B comprende o consiste en la secuencia de amino&cidos que se establece en SEQ ID
NO: 2.

En algunas realizaciones, C comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ
ID NO: 9,

HPIPDSSPLL QFGGQVRQRY LYTDDAQQTE AHLEIREDGT VGGAXzDQSPE
SLLQLKALKP GVIQILGVKT SRFLCQRPDG ALYGSLHFDP EACSFREX L X4
EDGYNVYQSE AHGLPLHX sPG NKSPHRDPAP RGPX cRFLPLP GLPPALPEPX 17
X1sXwLAPQPPDV GSSDPLX20MVXas X22X2:QG X2sSPSXasXe S (SEQ ID NO: 9)

En el que,

X12 se seleccionade A, K, R, E o0 Q;

X3 se seleccionade,D,R, E, Q, KoT
X4 se seleccionade Lo K;

Xi5 se seleccionade Lo C;

X16 se selecciona de Ao C;

X147 se seleccionade P 0 A;

Xig se seleccionade Go A;

X9 se seleccionadel oV,
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Xoo se seleccionade S, H, CoR;

Xo1 se seleccionade G, E,A Do S;

X se seleccionade P A E, QW C, GoT

Xo3 se seleccionade S, L, Vo M;

Xo4 se seleccionade R, L, Ho P;

Xos se seleccionade Y, S, AoF;y

Xos s€ selecciona de A, S, E 0 G.

En otras realizaciones, el C comprende, adicionalmente:

a) truncamiento amino terminal de no mas de 8 residuos de aminoacidos;

b) truncamiento carboxilo terminal de no mas de 12 residuos de aminoacidos;

¢) truncamiento amino terminal de no mas de 8 residuos de aminoacidos y truncamiento carboxilo terminal de
no mas de 12 residuos de aminoécidos; o

d) extensién carboxilo terminal de no mas de 6 residuos de aminoécidos.

En algunas realizaciones, L1 y/o L2 comprenden 1, 2 o 3 polipéptidos ricos en G, en algunas realizaciones, L1
ylo L2 se seleccionan de GGGGSGGGGS o GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 13) o
GCGGGSGGGGSGGGGSA.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién es homodimérica.
En otras realizaciones, la proteina de fusién no es homodimérica.

La molécula natural de FGF21 contiene un sitio susceptible a la hidrdlisis por proteasa; su vida media in vivo
es muy corta. Dado que no se ha resuelto la estructura tridimensional de FGF21, los investigadores han
realizado varios intentos para reformar su estructura con la expectativa de obtener una vida media mas larga.
Estos intentos incluyen el truncamiento, elongacién, sustitucion, insercién o delecidén de ciertos aminoacidos
sobre la base de una secuencia de aminoacidos natural. Algunos investigadores incluso mutan los sitios uno
por uno y esperan encontrar el nicleo clave que afecta la actividad y la vida media.

La presente invencion proporciona una proteina de fusién de diana doble de GLP-1 y FGF21, la cual tiene un
sitio de mutaciéon diferente de la proteina de fusién publicada existente. El inventor ha descubierto
inesperadamente que la proteina de fusién proporcionada en la presente memoria tiene una vida media mas
larga y se puede administrar durante mas de una semana. Aln mas gratificante es que la proteina de fusién
puede ejercer un efecto sinérgico, tiene un efecto hipoglucémico notablemente estable y tiene buenas
actividades biolégicas para reducir los lipidos y el peso corporal.

En otro aspecto de la invencién, la invencién proporciona una proteina de fusidn homodimérica que comprende
o consiste en:

A-L1-B-L2-C,

En el que, A es un agonista del receptor GLP-1 que comprende la secuencia de aminoacidos que se establece
en SEQ ID NO: 10 (HX{EGTFTSDV SSYLEX-QAAK EFIAWLVKGXsG), en el que X4 se seleccionade G oV,
Xo se seleccionade E 0 G; y X5 se seleccionade Go E.

B es una variante de Fc-IgG4 que comprende SEQ ID NO: 11 (ESKYGPPCPP CPAPEXsXsGGP SVFLFPPKPK
DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE
YKCKVSNKGL PSSIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE
NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGX+1), en el que Xg
se seleccionade F, V 0 A; Xg se selecciona de L, E 0 A; X41 se selecciona de K o esta ausente.

C es FGF21, que comprende SEQ ID NO: 12 (HPIPDSSPLL QFGGQVRQRY LYTDDAQQTE AHLEIREDGT
VGGAVDQSPE SLLQLKALKP GVIQILGVKT SRFLCQRPDG ALYGSLHFDP EACSFREX sLL EDGYNVYQSE
AHGLPLHLPG NKSPHRDPAP RGPARFLPLP GLPPALPEPP GILAPQPPDV GSSDPL XooMVG X228QG
X24SPSXosA 8)

En el que X43 se selecciona de L, D, R, E;

Xoo se seleccionade S, Ho C;
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Xoo se selecciona de Ao G;
Xos se seleccionade R, Lo P;y
La mutacién del aminoacido en la posicién Xo5 se selecciona de una cualquiera de los siguientes: Y, S, F.

L1 y/o L2 son un polipéptido que comprende de 5 a 50 residuos de aminoacidos y el polipéptido comprende al
menos 50% de G.

En algunas realizaciones, A comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ
ID NO: 1.

En algunas realizaciones, B comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ
ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién homodimérica comprende o consiste en la secuencia de
aminoécidos que se establece en SEQ ID NO: 5, 17, 18, 19, 20, 21.

En otro aspecto de la invencidn, la invencidén proporciona polinucleétidos que codifican para las proteinas de
fusidén de la invencién. El polinucleétido que codifica para la proteina anterior puede estar en la forma de ARN
o en la forma de ADN, incluyendo ADNc y ADN sintético. El ADN puede ser de cadena doble o de cadena
sencilla. La secuencia que codifica para la proteina de la invencién puede ser diferente debido a la redundancia
o degeneracion del cédigo genético. Los polinucleétidos que codifican para proteinas de la invencién pueden
comprender lo siguiente: solamente secuencias codificantes de proteinas, secuencias codificantes de proteinas
y otras secuencias codificantes tales como secuencias lider o secretoras o secuencias de preproteina;
secuencias codificantes de proteinas y secuencias no codificantes tales como intrones o secuencias no
codificantes 5' y/o 3' de una secuencia codificante de proteina. Por tanto, el término "polinucleétido que codifica
para una proteina" abarca polinucleétidos que pueden incluir no sélo secuencias codificantes de proteinas sino
también otras secuencias codificantes y/o secuencias no codificantes.

En un aspecto adicional de la invencién, también se proporciona un vector que comprende un polinucledtido
de acuerdo con la invencién. El vector de expresiéon normalmente se replica en el organismo hospedero como
ya sea un cuerpo adicional o como una parte integral del ADN cromosomal del hospedero. En general, los
vectores de expresién contienen marcadores de seleccién tales como tetraciclina, neomicina y dihidrofolato
reductasa para permitir la deteccién de aquellas células transformadas con la secuencia de ADN deseada.

En un aspecto adicional de la invencion, también se proporciona una célula hospedera que comprende un
vector de acuerdo con la invencién. La proteina de diana doble de la presente invencién se puede producir
facilmente en células de mamiferos tales como células CHO, NSO, HEK293 o COS, en células bacterianas
tales como E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescence, o en células fungicas o de levadura. Las células
hospederas (por ejemplo, HEK293) se cultivan utilizando técnicas conocidas en la técnica.

En un aspecto adicional de la invencién, también se proporciona un método para preparar una proteina de
fusién de acuerdo con la invencién; el método comprende expresar un vector de acuerdo con la invencidén en
una célula hospedera. El vector que contiene la secuencia de polinucleétidos de interés (por ejemplo, la proteina
de fusién de diana doble y la secuencia de control de expresién) se puede transferir a la célula hospedera
mediante métodos bien conocidos, y dichos métodos varian dependiendo del tipo de célula hospedera. Por
ejemplo, la transformacién con cloruro de calcio se utiliza cominmente para células procariotas, mientras que
el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacién se pueden utilizar para otras células hospederas.

En otro aspecto de la presente invencién, también se proporciona el uso de la proteina de fusidn de la presente
invencién en la fabricacién de una composicién farmacéutica, la composicién farmacéutica comprende una
proteina de fusién de la invencién, y al menos un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.
En algunas realizaciones, el medicamento se utiliza para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. En
algunas realizaciones, la enfermedad metabdlica es diabetes, tal como diabetes tipo 2. En otras realizaciones,
la enfermedad metabdlica es la obesidad. Otras realizaciones incluyen trastornos metabélicos tales como
dislipidemia, hipertension, esteatosis hepatica (por ejemplo, higado graso no alcohdlico (NASH)),
enfermedades cardiovasculares (por ejemplo, aterosclerosis y envejecimiento).

Ejemplo

La divulgacién se entiende adicionalmente con los siguientes ejemplos, los cuales son simplemente ejemplos
de la divulgacién. La presente divulgacion no se debe de limitar en alcance por las realizaciones ilustradas, las
cuales simplemente pretenden ilustrar un solo aspecto de la presente invencién. Cualquier método que sea
funcionalmente equivalente esta incluido en el alcance de la presente invencién. De la descripcién anterior y
de las figuras, diversas modificaciones de la invenciéon ademas de las descritas en la presente memoria seran
aparentes para los expertos en la técnica. Estas modificaciones también estan dentro del alcance de las
reivindicaciones.
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Ejemplo 1: Construccién del vector

El portador de la proteina de fusién se construyé utilizando un método de clonacién molecular, los mutantes y
las secuencias de las proteinas de fusién se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Proteina  de | Porcion GLP-1 Porcién Fc Porcién FGF21 SEQ ID
fusién NO:
Dulaglutida ABG\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A no 3
S1F1 no S228P\F234A\L235A\R409K | LOBR\P171G 4
D1F1 ABG\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | L9BR\P171G 5
D1F2 ABG\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A L98R\P171G 16
D2F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | LOBR\P171G\Y179F 17
D3F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | L9SR\P171A 18
D4F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | L9BR\S167H\P171A 19
D5F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | LOBR\S167H\P171A\R175L | 20
D6F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | LOBR\G170E\P171AS172L | 21
D7F1 A8G\G22E\R36G | S228P\F234A\L235A\R409K | tipo silvestre 22

La secuencia de nucledtidos que codifica para dulaglutida y la proteina de fusién S1F1 fue sintetizada por
Kingsbury Biotechnology Co., Ltd. a través de métodos quimicos. La secuencia de nucleétidos que codifica
para la proteina de fusién D1F1 se obtuvo conectando fragmentos de secuencias de nucledtidos que codifican
respectivamente para GLP-1 y Fc-FGF21 mediante la técnica SOE-PCR, las secuencias de nucleétidos que
codifican respectivamente para GLP-1 y Fc-FGF21 se obtuvieron mediante PCR mediante el disefio de un
cebador y utilizando como templados secuencias de nucledtidos de dulaglutida y de la proteina de fusion S1F1.

Las secuencias de nucleétidos que codifican para las proteinas de fusion D1F2, D2F1, D3F1, D4F1, D5F1,
D6F1 y D7F1 fueron sintetizadas por Suzhou Genewiz Biological Technology Co., Ltd mediante métodos
quimicos.

La secuencia de nucleétidos y el plasmido vector pcDNA3.4 se digirieron con las endonucleasas Hindlll y EcoRl
(TAKARA, Japén) a 37 °C. Los productos digeridos se recuperaron mediante purificacién utilizando el Kit Gel
Extraction (OMEGA, America) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El gen diana purificado se ligd
con el vector utilizando un kit de ligacién de ADN Ver.2.1 (TAKARA, Jap6n) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y se incubd a 16 °C durante 1 hora para obtener un plasmido de expresién recombinante.

El plasmido recombinante anterior se transformé en células DH5a competentes. Las bacterias se recubrieron
en una placa con ampicilina. El monoclonal en la placa se seleccion6 y se cultivé en 1 ml de medio LB (10 g/L
de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de cloruro de sodio y agar al 2%, 100 g/mL de contenido de
antibiético) para extraer el plasmido. Después de la secuenciacién y validacién, se extrajeron una serie de
vectores de expresion correctos validados con el Kit de plasmido de Invitrogen y se digirieron con la enzima de
restriccion Pvul (TAKARA, Japén). Después de la linealizacién, el producto se purific6 mediante el método de
precipitacién con etanol y se almacené a -20 °C para uso futuro.

Ejemplo 2: Transfeccién del vector que codifica para dulaglutida y expresion en las células

Después de que las células hospederas CHOK1SV GS-KO (Lonza) se resucitaron con medio CD CHO (gibco),
las células se recolectaron y transfectaron a una densidad celular de alrededor de 8 x 10° células/mL. Las
células fueron transfectadas con alrededor de 1x107 células y el vector era de alrededor de 40 ug y se
transfectaron mediante descarga eléctrica (Bio-Rad, Gene PulS Xcell). Después del choque, las células se
cultivaron en 20 mL de medio CD CHO. En el segundo dia de cultivo, las células se recolectaron mediante
centrifugacién a 200 g durante 10 min. Las células se resuspendieron y se cultivaron en 20 mL de medio CD
CHO con una concentracién final de 50 uM obtenida mediante la adicién de MSX (sigma). Cuando la densidad
celular era de alrededor de 0.6x10° células/mL, el clon mixto obtenido se pasé con medio CD CHO y la densidad
celular del paso fue de alrededor de 0.2x108 células/mL. Cuando la viabilidad celular fue de alrededor de 90%,
se recolect6 el fluido del cultivo celular.
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Ejemplo 3: Transfeccién de vectores de proteinas de fusién S1F1 y D1F1, D1F2, D2F1, D3F1, D4F1, D5F1,
D6F1, D7F1 y expresién en las células

Después de que las células hospederas HEK293F (Invitrogen, Freestyle 293F) se resucitaron con medio de
expresion 293 (Invitrogen), se recolectaron y se transfectaron a una densidad celular de alrededor de 1x108
células/mL. Las células fueron transfectadas con el Kit de transfeccion de reactivos MAX de FreeStyle™. Habia
alrededor de 3x107 células y el vector era de alrededor de 37.5 ug. Después de la transfeccion, las células se
cultivaron en 30 mL de medio de expresién 293. En el segundo dia de cultivo, los transformantes genéticos
comenzaron a cribarse con geneticina (merck). Segun fue necesario debido al crecimiento celular, el medio se
reemplazd cada 3 a 5 dias para el cribado. Después de alrededor de 14 dias de seleccién, aparecieron clones
resistentes y se pudieron expandir. La densidad de paso celular fue de alrededor de 0.5x10° células/mL. El clon
mixto obtenido se subcultiva con medio de expresién 293. Cuando la viabilidad celular fue de alrededor de 90%,
se recolect6 el fluido del cultivo celular.

Ejemplo 4: Purificacion de proteina a partir del caldo de fermentacién de células recolectadas

Se detectd el nivel de traduccién de las ocho proteinas de fusién descritas en los Ejemplos 2 y 3. El medio de
cultivo celular recolectado se purific6 mediante cromatografia de proteina A (EzFast Protein A Diamond,
Bestchrom). La solucién de equilibrio fue 20 mM de PBS, 0.15 M de NaCl, pH 7.4. La proteina de fusién
dulaglutida y S1F1 se eluyeron con un amortiguador de 0.1 M de &cido citrico, pH 3.2 + 0.2. Las proteinas de
fusién D1F1, D1F2, D2F1, D3F1, D4F1, D5F1, D6F1 y D7F1 se eluyeron con 0.1 M de glicina, pH 3.2 + 0.2. El
eluato diana se recolecté en el pico de absorcién diana y se dializdé con amortiguador PBS para tomar parte de
la muestra para espectrometria de masas. El peso molecular detectado por espectrometria de masas fue
consistente con el peso molecular teérico y estaban en forma homodimérica. Se confirmé que la proteina de
fusién era la proteina de fusién diana. Al mismo tiempo, las muestras recolectadas fueron detectadas mediante
electroforesis SDS-PAGE al 10% después de la reduccién y no reduccidn. La electroforesis mostré una lnica
banda con un tamafio de banda consistente con la teoria.

Ejemplo 5: Deteccion de AMPc producido por estimulacion con proteina de fusién en el modelo celular
HEK293/GLP-1R/KLB

Las células HEK293 produjeron AMPc con la expresién de GLP-1R/KLBGLP-1 estimulada por la proteina de
fusién de prueba. Se utilizé el kit de ensayo de AMPc (Cisbio 62AMEPEC) para medir la concentracidn de la
proteina de fusién y la cantidad de AMPc¢ producida por estimulacién para establecer una curva dosis-respuesta
que mida la actividad de los compuestos de prueba in vitro. Se probaron dos proteinas de fusién, incluyendo
los grupos de dulaglutida y proteina de fusién D3F1. Los resultados de la prueba de AMPc se muestran en la
Figura 2 y la Tabla 2.

Tabla 2
La proteina de prueba Dulaglutida D3F1
ECS50 0.2683 0.01984

Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO: 3 | SEQ ID NO: 18

Ejemplo 6: Investigacion sobre el efecto de la mutacién de Fc409 de R a K en la estabilidad de la proteina
de fusién mediante calorimetria diferencial de barrido microcalorimétrico (DSC)

Las proteinas de fusién D1F1, D1F2, D6F1 y D7F1 obtenidas en el Ejemplo 4 se diluyeron cada una a 1 mg/ml
con un sistema de amortiguador en blanco (20 mM de PBS pH 7.4), tomando 500 pL para el analisis de DSC
(Microcal vp-Capillary DSC). La temperatura de escaneo fue de 20 °C a 100 °C y la tasa de calentamiento fue
de 1 °C/min. Los resultados de la calorimetria de barrido microcalorimétrico se muestran en la Figura 3, y los
valores de Tm obtenidos después del ajuste con Origin™ se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Proteina de prueba Concentracién de proteina (nM) DH (entalpia) Tm1 (°C) Tm2 (°C)
D7F1 Alrededor de 9.7 3.56E+08 65.43 80.74
D6F1 3.28E+08 64.73 80.7
D1F1 3.12E+08 64.93 80.58
D1F2 2.85E+08 65.71 N/A
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Cuanto mayor sea la temperatura Tm de transicién de fase, mas fuerte sera la estabilidad molecular. De los
resultados anteriores se observa que los valores de Tm1y Tm2 de las muestras D7F1, D6F1 y D1F1 son
basicamente los mismos, lo que indica que la estabilidad de las tres proteinas es mas consistente. El valor de
Tm1 de D1F2 es basicamente el mismo que el de las otras tres muestras, pero su Tm2 es significativamente
menor que los valores de Tm2 para otras muestras. Del analisis estructural de las proteinas D1F1 y D1F2, se
puede concluir que la principal diferencia es que la R en el aminoacido 409 en el dominio CH3 de Fc de 1gG4
esta mutada a K, y esta mutacion resulté en una Tm2 significativamente mayor para D1F1 que el valor de Tm2
para D1F2. Los resultados mostraron que la mutacién de R a K en la posicién 409 en el dominio CH3 de Fc de
IgG4 en D1F1 aumenté el valor de Tm del dominio y por lo tanto mejoré su estabilidad proteica.

Ejemplo 7: Un estudio sobre el efecto de la mutacién Fc409 de R a K en el efecto hipoglucémico de la
proteina de fusién

Se estudié la eficacia de la proteina de fusiéon en el modelo de ratén db/db (Institute of Model Animal Science,
Nanjing University). Los ratones se dividieron aleatoriamente en tres grupos, incluyendo el grupo en blanco, el
grupo D1F1 y el grupo D1F2. A cada ratén db/db se le inyectdé con 24.5 nM/kg de la proteina de fusién; el
volumen de administracién fue de 10 ml/kg. Se utilizaron siete ratones por proteina de fusién y se les administrd
una inyeccién, y se midié el nivel de glucosa en sangre en diferentes momentos. Los resultados se muestran
en la Tabla 4. Como resultado, el 409 del Fc de 1gG4 fue mutado a K, el efecto hipoglucémico podria mantenerse
por més tiempo.

Tabla 4
Grupo concentracién de glucosa en sangre (mmol/L)
Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 8
Grupo en blanco 240+ 51 21.0+6.5 23.8+6.1 19.8+54
D1F1 240+52 87+25 152+45 16.5+52
D1F2 245+43 84+25 17.3+55 19.5+37

Ejemplo 8: Un estudio sobre el efecto hipoglucémico de dulaglutida, S1F1, D1F1 en el modelo de ratén
db/db

Se estudié la eficacia de las proteinas de fusién en el modelo de ratén db/db (Institute of Model Animal Science,
Nanjing University). Una serie de proteinas de fusién purificadas se diluyeron con 10 mM de PBS durante el
experimento. Los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos, incluyendo el grupo en blanco, el
grupo dulaglutida, el grupo S1F1y el grupo D1F1. A cada ratén db/db se le inyect6é con 40 nM/kg de la proteina
de fusién, el volumen de administracién fue de 3 ml/kg y se inyectaron 10 ratones por proteina de fusién una
vez por semana durante dos semanas. Los resultados de los cambios en el muestreo de glucosa en sangre
después de la administracién se muestran en la Figura 4. El grupo D1F1 tuvo una ventaja hipoglucémica
significativa y su curva hipoglucémica fue méas estable que la de los grupos dulaglutida y S1F1.

Ejemplo 9: Un estudio sobre el efecto hipoglucémico de D1F1, D2F1, D7F1 en el modelo de ratén db/db

Se estudié la eficacia de la proteina de fusiéon en el modelo de ratén db/db (Institute of Model Animal Science,
Nanjing University). Los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos, incluyendo el grupo en blanco
(10 mM de PBS), el grupo D1F1, el grupo D2F1 y el grupo D7F1. A cada ratén db/db se le inyectd con 24.5
nM/kg de proteina de fusién (diluida con 10 mM de PBS), el volumen de administracion fue de 10 ml/kg. Se
inyectaron siete ratones por proteina de fusién una vez y se midié el nivel de glucosa en sangre en diferentes
momentos. Los resultados se muestran en la Figura 5. Ellos demostraron que D1F1 y D2F1 tenian mejores
efectos hipoglucémicos que D7F1.

Ejemplo 10: Un estudio sobre el efecto hipoglucémico de D3F1, D4F1, D5F1 en el modelo de ratén db/db

Se estudié la eficacia de las proteinas de fusién en el modelo de ratén db/db (Institute of Model Animal Science,
Nanjing University). Una serie de proteinas de fusién purificadas se diluyeron con 10 mM de PBS durante el
experimento. Los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM
de PBS), el grupo D3F1, el grupo D4F1 y el grupo D5F1. A cada ratén db/db se le inyectd con 30 nM/kg de la
proteina de fusién (diluida con 10 mM de PBS), el volumen de administracién fue de 10 ml/kg y se inyectaron
9 ratones por proteina de fusién una vez por semana durante dos semanas. Los resultados de los cambios en
el muestreo de glucosa en sangre después de la administracién se muestran en la Figura 6. D3F1, D4F1 y
D5F1 mostraron mejores efectos hipoglucémicos.
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Ejemplo 11: Estudio sobre el efecto de eficacia de dulaglutida, S1F1, D1F1 en la reduccién de lipidos en
el modelo de ratén db/db

Los ratones modelo db/db (Institute of Model Animal Science, Nanjing University) se dividieron aleatoriamente
en 4 grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM de PBS), el grupo dulaglutida, el grupo S1F1 y el grupo
D1F1. A cada ratén db/db se le inyecté con 40 nM/kg de proteina de fusion (diluida con 10 mM de PBS), el
volumen de administracién fue de 3 ml/kg y se inyectaron 10 ratones por proteina de fusién una vez por semana
durante dos semanas. Todos los ratones fueron sacrificados 14 dias después de la administracién inicial y se
midié su contenido de colesterol total en sangre (TCHO) (véase la Figura 7) y triglicéridos (TG) (véase la Figura
8). La capacidad de D1F1 para reducir el contenido total de colesterol y triglicéridos fue mayor que la del grupo
S1F1 y la del grupo dulaglutida.

Figura 12: Un estudio sobre la eficacia de D1F2, D2F1 y D7F1 para reducir los lipidos en el modelo de
ratén db/db

Los ratones modelo db/db (Institute of Model Animal Science, Nanjing University) se dividieron aleatoriamente
en 4 grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM de PBS), el grupo D1F2, el grupo D2F1 y el grupo D7F1. A
cada ratdn db/db se le inyectd con 24.5 nM/kg de la proteina de fusién (diluida con 10 mM de PBS), el volumen
de administracion fue de 10 ml/kg. Se inyectaron siete ratones por proteina de fusién una vez. Los resultados
de una prueba de triglicéridos (TG) séricos después de una Unica administracién durante 14 dias se muestran
en la Figura 9; los resultados del contenido de colesterol total (TC) se muestran en la Figura 1; los resultados
del contenido de lipoproteina de alta densidad (HDL-C) se muestran en la Figura 1, y los resultados del
contenido de lipoproteina de baja densidad (LDL-C) se muestran en la Figura 12. Los grupos D1F2 y D2F1
mostraron una mayor capacidad para reducir los triglicéridos que D7F1 con una secuencia FGF21 nativa. D2F1
mostré una mayor capacidad para reducir los triglicéridos y el colesterol total que D1F2, el cual no muté en la
posicién 409 de Fc de 1gG4.

Ejemplo 13: Un estudio de la eficacia de D3F1, D4F1 y D5F1 para reducir los lipidos en el modelo de
ratén db/db

Los ratones modelo db/db (Institute of Model Animal Science, Nanjing University) se dividieron aleatoriamente
en 4 grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM de PBS), el grupo D3F1, el grupo D4F1 y el grupo DSF1. A
cada raton db/db se le inyectd con 30 nM/kg de la proteina de fusién (diluida con 10 mM de PBS), el volumen
de administracién fue de 3 ml/kg y se inyectaron 9 ratones por proteina de fusién una vez por semana durante
dos semanas. Los resultados de triglicéridos (TG) séricos después de 14 dias de la primera administracién se
muestran en la Figura 13. Los resultados del colesterol total (TCHO) se muestran en la Figura 14. Los
resultados de lipoproteina de baja densidad (LDL-C) se muestran en la Figura 15.

Ejemplo 14: Un estudio sobre la eficacia de dulaglutida, S1F1, D1F1 para la pérdida de peso en el modelo
de ratén db/db

Los ratones modelo db/db (Institute of Model Animal Science, Nanjing University) se dividieron aleatoriamente
en 4 grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM de PBS), el grupo dulaglutida, el grupo S1F1 y el grupo
D1F1. A cada ratén db/db se le inyectd con 40 nM/kg de la proteina de fusién (diluida con 10 mM de PBS), el
volumen de administracién fue de 3 ml/kg y se inyectaron 10 ratones por proteina de fusién una vez por semana
durante dos semanas. El peso corporal se registrd diariamente después de la administracion y los resultados
se muestran en la Figura 16.

Ejemplo 15: Estudio sobre la farmacocinética de dulaglutida, D1F1

Los ratones ICR machos (Hunan Si Lake) se dividieron en 2 grupos, cada grupo con 3 ratones, y a cada uno
se le inyectd por via subcutdnea con 10 nmol/kg de dulaglutida o 10 nmol/kg de D1F1 (diluida con 10 mM de
PBS). La sangre venosa se recolect6 a través del plexo venoso retroorbitario 1, 5, 7, 24, 48, 96, 144, 192, 240
y 288 h antes de la administracién y después de la administracion, respectivamente. El anticuerpo anti GLP-1
(Bioporto, CAT.NO. ABS 033-10) se utilizé como anticuerpo de captura, el anticuerpo Fc de IgG anti humano
(Southern Biotech, CAT.NO. 9200-05) se utiliz6 como el anticuerpo de deteccién, los parametros
farmacocinéticos se determinaron mediante el método de ELISA. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Sustancia de prueba Tméx (h) Cméx (ng/ml) AUCUltimo (h*ug/ml) MRTultimo (h)
D1F1 6.33 3.77 149.6 32.47
Dulaglutida 5.67 1.72 46.9 37.56
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La exposicién plasmatica promedio (AUCuimo) ¥ la Cméx de la proteina de fusién D1F1 fueron
significativamente mas altas que las de dulaglutida, lo que indica que la absorcidén de la proteina de fusion se
puede aumentar después de la fusién con FGF21. MRTultimo indica los tiempos promedio de retencién de las
moléculas del farmaco en el cuerpo, los cuales fueron equivalentes tanto para D1F1 como para dulaglutida en
ratones.

Ejemplo 16: Un estudio de la farmacocinética de dulaglutida, D5F1 en el modelo de ratén ob/ob

Los ratones ob/ob (Institute of Model Animal Science, Nanjing University) se dividieron aleatoriamente en 4
grupos, incluyendo el grupo en blanco (10 mM de PBS), el grupo 10 nmol/kg de DSF1, el grupo 20 nmol/kg de
D5F1 y el grupo 20 nmol/kg de dulaglutida (diluida con 10 mM de PBS). El volumen de administracién fue de 3
ml/kg y se inyectaron 9 ratones por proteina de fusion, dos veces por semana durante 3 semanas consecutivas.
Los resultados de las pruebas de glucosa en sangre antes de cada administracién se muestran en la Figura
17. En comparacion con dulaglutida, D5F1 mostré un mejor efecto hipoglucémico y la curva hipoglucémica del
grupo D5F1 fue més estable. Se extrajo sangre de la érbita del segundo dia después de la Gltima administracién
durante 16 horas, posteriormente se recolect6é el suero. Se monitored la glucosa sérica (los resultados se
muestran en la Figura 18). Luego del seccionado, se pesé el higado (los resultados se muestran en la Figura
19). De acuerdo con los resultados del peso hepatico, el grupo D5F1 tiene una mejoria mayor en la esteatosis
hepatica.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién que comprende o consiste en un primer polipéptido: péptido similar al glucagén-1
(GLP-1) o un analogo del mismo, un segundo polipéptido: una porcién Fc de IgG4 de humano y un tercer
polipéptido: factor de crecimiento de fibroblasto 21 (FGF21) o una variante del mismo, en el que el primer
polipéptido esta unido al segundo polipéptido a través de un primer enlazador y el tercer polipéptido est4 unido
al segundo polipéptido a través de un segundo enlazador; y en el que la porcién Fc de 1IgG4 de humano
comprende una cualquiera de las siguientes combinaciones de mutaciones:

1) $228P y R409K;
2) $228P, E233P y R409K;

3) $228P, N297A y R409K:;

4) $228P, F234A, L235Ay R409K:;
5) S228P, F234V, L235E y R409K; y

6) S228P, F234A, L235A, R409K y K447, en comparacién con el Fc de IgG4 de humano de tipo silvestre
(sistema de numeracién EU);

el analogo de GLP-1 comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7
(HX1EGTFTSDVSSYLEX2QAAKEFIAWLX3X4GX5Xs),

en el que Xi se seleccionade Go V;

X2 se seleccionade E 0 G;

X3 se seleccionade VoK;

X4 se seleccionade Ko N;

Xs se seleccionade GoE;y

Xs se selecciona de G, P o esté ausente; y

en el que el FGF21 comprende una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 15;

en el que en comparacidén con SEQ ID NO: 15, la variante de FGF21 comprende mutaciones de aminoécidos
en uno o mas sitios de 98 0 171; en el que la mutacién de amino&cidos en la posicién 98 se selecciona del
grupo que consiste en L98D y L98R; y en el que la mutacién de aminoacidos en la posicién 171 se selecciona
del grupo que consiste en P171Ay P171G; y

en el que en comparacién con SEQ ID NO: 15, la variante de FGF21 comprende adicionalmente una o mas
mutaciones en uno 0 mas sitios seleccionados del grupo que consiste en 167, 175y 179; en el que la mutacién
del aminoacido en la posicién 167 se selecciona del grupo que consiste en S167H y S167C; en el que la
mutacidén del aminoacido en la posiciéon 175 se selecciona del grupo que consiste en R175L, R175H y R175P;
y en el que la mutacién del aminoacido en la posicién 179 se selecciona del grupo que consiste en Y 179S e
Y179F.

2. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, en la que la porcién Fc de 1I9gG4 comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

3. La proteina de fusidn de la reivindicacién 1, en la que el analogo de GLP-1 comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

4. La proteina de fusidén de la reivindicacion 1, en la que la variante de FGF21 comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y comprende al menos una mutacién de aminoécido en la
posicién 170 0 172, en la que

la mutacién del aminoécido en la posicién 170 se selecciona del grupo que consiste en G170E, G170A, G170D
y G170S;

la mutacién del aminoacido en la posicién 172 se selecciona del grupo que consiste en S172L, S172V y S172M.

5. La proteina de fusién de la reivindicacion 4, en la que la variante de FGF21 comprende adicionalmente una
0 méas mutaciones en uno o mas sitios seleccionados del grupo que consiste en 45, 100, 150, 151, 152 y 180;
en la que
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la mutacién del aminoéacido en la posicion 45 se selecciona del grupo que consiste en A45K, A45R, A45E y
A45Q;

la mutacién del aminoéacido en la posicién 100 es L100K;

la mutacién del aminoé&cido en la posicién 150 es P150A,

la mutacién del aminoé&cido en la posicién 151 es G151A,;

la mutacién del aminoacido en la posicién 152 es 1152V,

y

la mutacién del aminoécido en la posicidn 180 se selecciona del grupo que consiste en A180S, A180E y A180G.

6. La proteina de fusidn de la reivindicacién 4, en la que la variante de FGF21 comprende adicionalmente una
0 méas mutaciones en uno o méas sitios seleccionados del grupo que consiste en 45y 180; en la que

la mutacién del aminoéacido en la posicion 45 se selecciona del grupo que consiste en A45K, A45R, A45E y
A45Q; y

la mutacién del aminoacido en la posicién 180 se selecciona del grupo que consiste en A180S, A 180E yA180G.

7. La proteina de fusidn de la reivindicacién 1, en la que la variante de FGF21 también comprende una o mas
mutaciones en uno o0 més sitios seleccionados del grupo que consiste en 98, 167, 175y 179; en la que

la mutacién del aminoé&cido en la posicién 98 es L98R,;

la mutacién del aminoéacido en la posicién 167 es S167H,;
la mutacién del aminoé&cido en la posicion 175 es R175L; y
la mutacién del aminoé&cido en la posicién 179 es Y179F.

8. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el primer enlazador y el
segundo enlazador comprenden cada uno independientemente un polipéptido de 5 a 50 residuos de
aminoécidos, y el polipéptido comprende al menos 50% de G, o

en el que el primer enlazador y/o el segundo enlazador comprenden cada uno independientemente 1, 2 0 3
polipéptidos ricos en G, o

en el que el primer enlazador y el segundo enlazador se seleccionan cada uno independientemente de
GCGGGSGGGES, GGGGSGGGGSGGGGS 0 GGGGSGGGGSGGGGSA.

9. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la proteina de fusién es una
proteina de fusion homodimérica o una proteina de fusién no homodimérica.

10. Un polinucleétido que codifica para la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, y opcionalmente uno o mas adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

12. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o la composicién farmacéutica de la
reivindicacién 11 para uso en el tratamiento de enfermedades metabdlicas, en el que la enfermedad metabdlica
se selecciona de diabetes, obesidad y esteatosis hepatica.
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