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“POLIPEPTIDEO FGF-21 MODIFICADO, COMPOSICAO
COMPREENDENDO O MESMO, METODO PARA PRODUZIR O REFERIDO
POLIPETIDEO FGF-21 E CELULA COMPREENDENDO UM POLINUCLEOTIDEO”

Referéncia Cruzada aos Pedidos Relacionados

[001]Este pedido reivindica prioridade a e beneficios do Pedido de Patente
Seriado Provisério dos EUA No. 60/921.297, depositada em 30 de Margo de 2007 e
Pedido de Patente Seriado Provisério No. 60/988.060, depositado em 14 de Novem-
bro de 2007, as especificagdes e revelacbes dos mesmos sao aqui incorporadas em
sua totalidade.

Campo da Invengéao

[002]Esta invencgao relaciona-se a polipeptideos FGF-21 opcionalmente mo-
dificados com pelo menos um aminoacido nao naturalmente codificado.

Antecedente da Invengao

[003]Fatores de crescimento de fibroblastos sao polipeptideos grandes am-
plamente expressos em tecidos de desenvolvimento e adultos (Baird et al, Cancer
Cells, 3:239-243, 1991) e desempenham papéis cruciais em multiplas fungdes fisio-
l6gicas incluindo angiogénese, mitogénese, formacao de padrao, diferenciagao celu-
lar, regulagcao metabdlica e reparo de injuria tecidual (McKeehan e tal, Prog. Nucleic
Acid Res. Mol. Biol. 59:135-176, 1998; Burgess, W.H. et al, Annu. Rev. Biochem.
58:575-606 (1989). Os fatores de crescimento de fibroblastos protétipos (FGFs),
FGF-1 e FGF-2, foram originalmente isolados a partir do cérebro e pituitaria como
mitdégenos para fibroblastos. FGF-3 foi identificado como um alvo comum para ativa-
¢ao por virus de tumor mamario de camundongo (Disckson et al, Ann. N.Y. Acad.
Sci.638:18-26 (1991); FGF-4 a FGF-6 foram identificados como produtos oncogenes
(Yoshida et al, Ann. NY Acad. Sci. 638:27-37 (1991); Goldfarb et al, Ann. NY Acad.
Sci. 638:38-52 (1991); Coulier et al, Ann. NY Acad. Sci. 638:53-61 (1991). FGF-10
foi identificado a partir de pulmé&o de rato por reagao de polimerase em cadeia base-
ado em homologia (PCR) (Yamasaki et al, J. Biol. Chem. 271:15918-15921 (1996)).
FGF-11 a FGF-14 (fatores homélogos FGF (FHFs) 1 a 4) foram identificados a partir
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de retina humana por uma combinagao de uma sequéncia de cDNA aleatdria, pes-
quisas em bases de dados e PCR baseado em homologia (Swallwood et al, Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA 93:9850-9857 (1996)). FGF-15 foi identificado como um alvo na
cascata de uma oncoprotéina homeodominio quimérico (McWhirter et al, Deve-
lopment 124:3221-3232 (1997)). FGF-16, FGF-17, e FGF-18 foram identificadas a
partir de coragao e embrides de rato por PCR baseado em homologia, respectiva-
mente (Miyake et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 243:148-152 (1998); Hoshi-
kawa et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 244:187-191 (1998); Ohbayashi et al,
J. Biol. Chem. 273:18161-18164 (1998)). FGF-19 foi identificado a partir de cérebro
fetal humano por pesquisa em banco de dados (Nishimura et al, Biochim. Biophys.
Acta 1444:148-151 (1999)). Eles tém um nucleo residuo de ~120 aminoacidos con-
servados com ~30 a 60% de identidade de amino&cidos.

[004]Modelos animais, super expressao, e analise de mutagdes de ocorrén-
cia natural implicam fatores de crescimento de fibroblasto e seus receptores em uma
ampla variedade de doencas (por exemplo, Willie et al, Current Biology, (1995)
5:500-507; Pugh-Humpreys et al, In: The Cytokine Handbook, A. Thomson ed, 22
edicdo, Academic Press, Harcourt Brace & co. Publicadores, Londres, pp 525-566)
sugerindo que a regulacdo da atividade pode ser utilizada para tratamento. Por
exemplo, inibicao do fator de crescimento de fibroblasto 2 pelo composto Suramina
previne a neovascularizagcdo e crescimento de tumor em camundongos (Pesenti et
al, British Journal of Cancer, 66:367-372). Fatores de crescimento de fibroblasto
também em angiogénese (Lyons, M.K. et al, Brain Res. (1991) 558:315-320), cicatri-
zacao de ferida (Uhl, E. et al, Br. J. Surg. (1993) 80:977-980, 1993), astrogliose, pro-
liferagao e diferenciacao de células da glia (Biagini, G. et al, Neurochem. Int. (1994)
25:17-24), vasodilatacao cerebral (Tanaka, R. et al, Stroke (1995) 26:2154-2159), e
processos neutréficos/neuromodulatérios.

[005]Fator de crescimento de fibroblasto também tem multiplos efeitos posi-
tivos incluindo fluxo de sangue e protecdo da toxicidade de calcio para melhorar o

resultado na isquemia cerebral (Mattson, M.P. et al, Semin. Neurosci. (1993) 5:295-
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307; Doetrocj. W.D. et al, J. Neurotrauma (1996) 13:309-316). Tratamento com FGF
basico promove neoangiogénese no miocardio isquémico (Schumacher et al, Circu-
lation (1998) 97:645-650). FGF basico aumenta a recuperacao funcional e promove
o desenvolvimento neuronal seguindo de infarto cerebral focal (Kawamata et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. (1997) 94 (15):8179-84). De acordo com a literatura publicada,
a familia FGF consiste em pelo menos vinte e dois membros (Reuss et al, Cell Tis-
sue Res. 313-139-157 (2003)).

[006]Fator de crescimento do fibroblasto 21 (FGF-21) tem sido reportado ser
preferencialmente expresso no figado (Nishimura et al, Biochimica et Biophysica Ac-
ta, 1492:203-206 (2000); WO 01/36640; e WO 01/18172, que sao aqui incorporados
por referéncia) e descrito como um tratamento para doenga vascular isquémica, ci-
catrizagao de ferida, e doengas associadas com perda de células ou fungdes pulmo-
nares, brénquicas ou alvéolos e numerosos outros disturbios. FGF-21 é expresso
primariamente no figado, rim e tecido muscular (ver Exemplo 2 do Pedido de Patente
dos EUA No. 20040259780 que é aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de). O gene FGF-21 é composto de 3 éxons e € localizado no cromossomo 19. Ao
contrario dos outros FGFs, FGF-21 nao tem efeitos proliferativos e tumorgénicos
(Genome Biol. 2001; 2(3): REVIEWS 3005).

[007]Publicacdo do Pedido de Patente No. 20010012628, que incorporada
por referéncia em sua totalidade, descreve um nucleotideo e sequéncia de proteina
para FGF-21 humano (ver SEQ ID NO:1 e 2, respectivamente do Publicagéo do Pe-
dido de Patente No. 20010012628). SEQ ID NO:2 na publicagdo acima mencionada,
referida aos aminoacidos sbgFGF-19, é tem 209 aminoacidos no comprimento e
contém uma sequéncia de 28 aminoacidos lideres no N-terminal. A sequéncia FGF-
21 humana apresentada como SEQ ID NO:3 aqui € a mesma sequéncia como SEQ
ID NO:2 do Pedido de Patente dos EUA No. 20010012628. Esta sequéncia tem um
polimorfismo de nucleotideo unico (PNU) com prolina (P) na posi¢cao 174, de agora
em diante referida como a “forma P” do aminoacido 209 de FGF-21".

[008]Patente dos EUA No. 6.716.626, que € aqui incorporada por referéncia
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em sua totalidade, discute FGF-21 humana e proteinas homologas em outros mami-
feros, particularmente camundongos e ratos. Camundongos FGF mostraram que a
SEQ ID NO:1 da Patente dos EUA No. 6.716.626 foi altamente expressa em figado e
expressa no testiculo e timo, e foi sugerido que FGF-21 pode desempenhar um pa-
pel no desenvolvimento de e recuperacao de doenca hepatica e/ou disturbios da
funcao testicular ou fungdes de células derivadas a partir do timo. SEQ ID NO:4 da
Patente dos EUA No. 6.716.626 € aminoacido 209 no comprimento e contém uma
sequéncia lider de 28 aminoacidos na sequéncia N-terminal. A sequéncia FGF-21
humana apresentada como SEQ ID NO:6 aqui € a mesma sequéncia como SEQ ID
NO:4 da Patente dos EUA No. 6.716.626. Esta sequéncia tem um polimorfismo de
nucleotideo unico (PNU) com leucina (L) na posi¢ao 174, de agora em diante referi-
da como “forma L do aminoéacido 209 do FGF-21".

[009]Pedido de Patente dos EUA No. 20040259780, que € aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade, discute o FGF-21 humano e apresenta a sequéncia
que tem 208 aminoacidos no comprimento (SEQ ID NO:2 do Pedido de Patente dos
EUA No. 20040259780) e contém uma sequéncia lider de 27 aminoacidos no N-
terminal. A sequéncia do FGF-21 humano apresentada como SEQ ID NO:7 aqui é a
mesma sequéncia como SEQ ID NO:2 da Publicagdo de Patente dos EUA No.
20040259780. A sequéncia tem um polimorfismo de nucleotideo unico (PNU) com
leucina (L) na posicao 173, aqui em diante referido como a “forma L do aminoacido
208 de FGF-21".

[0010]FGF-21 tem sido mostrado estimular captagao de glicose em adipdci-
tos 3T3-L1 de camundongos em presenga e auséncia de insulina, e diminuir dos ni-
veis de glicose sanguinea, triglicerideos, e glucagon na alimentagcdo e no jejum em
camundongos ob/ob e db/db e ratos ZDF de 8 semanas de idade em uma forma do-
se-dependente, entado, provendo, a base para o uso de FGF-21 como uma terapia
para tratar diabetes e obesidade (WO 03/11213, que € aqui incorporado por referén-
cia e Kharitonenkon et al, J. Clin. Invest., 2005 Junho; 115(6): 1627-35). Kharitonen-
kov et al J. Clin. Invest. 2005 Junho; 115 (6):1627-35 também mostrou que camun-
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dongos transgénicos expressando FGF-21 humano séo hipoglicémicos, sensiveis a
insulina, e resistente a obesidade induzida pela dieta. Kharitonenkov et al. Endocri-
nology (em impressao) também mostra que FGF-21 diminui a glicose, triglicerideo,
insulina, e glucagon em macacos Rhesus diabéticos.

[0011]Em adi¢ao, FGF-21 tem sido mostrada ser efetiva em reduzir a morta-
lidade e morbidade de pacientes criticamente doentes (WO 03/059270, que é aqui
incorporada por referéncia). FGF-21 tem sido descrito no Pedido de Patente dos
EUA 2005501176631, que é aqui incorporada por referéncia, para afetar o estado
metabdlico geral e pode ter efeitos colaterais e reacbes negativas que podem ocor-
rer durante a resposta do estresse do corpo para sepse bem como sindrome da res-
posta inflamatdria sistémica (SRIS) resultando de causas patologicas nao infeccio-
sas. Entdo, FGF-21 pode ser utilizada para reduzir a mortalidade e morbidade que
ocorre em pacientes criticamente doentes. Pacientes criticamente doentes incluem
aqueles pacientes que sao fisiologicamente instaveis requerendo cuidados continuo,
coordenados por médicos, enfermagem, e respiratorios. Este tipo de cuidado neces-
sita ter atencao particular para detalhes a fim de prover constante sobrevivéncia e
titulacdo de terapia. Pacientes criticamente doentes incluem aqueles pacientes que
estdo em risco para descompensagao fisiolégica e entdo requerem monitoramento
constante tal que o time de cuidado intensivo pode prover intervengao imediata para
prevenir ocorréncias adversas. Pacientes criticamente doentes tém necessidades
especiais para monitorar o suporte de vida que deve ser provido por um time que
pode prover cuidado de titulagdo continuo.

[0012]Polipeptideos PEGilados FGF-21 sao descritos em WO 2005/091944,
que € aqui incorporado por referéncia. O polipeptideo FGF-21 descrito em WO
2005/091944 é um polipeptideo de 181 aminoacidos. A sequéncia FGF-21 humana
madura, selvagem ou nativa indicada como SEQ ID NO:1 da WO 2005/091944 falta
uma sequéncia lider. Este FGF-21 humano é altamente idéntico ao FGF-21 de ca-
mundongo (~79% de identidade de aminoacido) e FGF-21 de rato (~80% de identi-

dade de aminoacido). A sequéncia FGF-21 humana apresentada como SEQ ID
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NO:5 aqui € a mesma sequéncia como SEQ ID NO:1 da WO 05/091944. Esta se-
quéncia tem um polimorfismo de nucleotideo unico (PNU) com leucina (L) na posi-
¢ao 146. Um versado na técnica pode facilmente usar sequéncias polipeptidicas
FGF-21 mamiferas alternativas ou analogos, muteinas, ou derivados que tém homo-
logia suficiente as sequéncias FGF-21 para os usos aqui descritos.

[0013]A sequéncia FGF-21 humana apresentada como SEQ ID NO:1 aqui
tem um polimorfismo de nucleotideo unico (PNU) com prolina (P) na posi¢cao 146.
Uma versdo com marcador His no N-terminal da SEQ ID NO:1 é mostrada como
SEQ ID NO:2 aqui.

[0014]WO 2005/091944 descreve a ligagao covalente de uma ou mais molé-
culas de PEG a residuos particulares de um composto FGF-21. O composto resul-
tante foi um biologicamente ativo, composto FGF-21 PEGilado com uma meia vida
de eliminacao estendida e depuragao reduzida quando comparado ao FGF-21 nati-
vo. As moléculas PEG foram covalentemente ligadas a residuos de cisteina ou lisi-
na. Substituicbes foram feitas em varias posicdbes com cisteina para permitir a liga-
¢ao de pelo menos uma molécula PEG. PEGilagdo em um ou mais residuos lisian
(56, 59, 69, e 122) foi descrita.

[0015]Compostos FGF-21 PEGilados podem ser uteis no tratamento de pa-
cientes com disturbios, incluindo, mas nao limitados a diabetes do tipo 2, obesidade,
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, hiperglicemia, e sin-
drome metabdlica. Pode ser particularmente vantajoso ter compostos FGF-21 PEGi-
lados que pode aumentar a eficacia por permitir por um tempo maior a meia vida de
circulagado e que pode requerer doses menores, aumentado ambos, a conveniéncia
para um paciente em necessidade de tal terapia e a possibilidade de uma adesao do
paciente com requerimento de doses. Sindrome metabdlica pode ser definida como
um grupo de pelo menos trés dos seguintes sinais: gordura abdominal — na maioria
homens, uma cintura de 101,6 cm (40 polegadas) ou mais; agucar alto no sangue —
pelo menos 110 miligramas por decilitro (mg/dL) apds alimentacéo; triglicerideo alto

— pelo menos 150 mg/dL na corrente sanguinea; HDL baixo — menos que 40 mg/dL;
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e, pressao sanguinea de 130/85 da mais alta.

[0016]Ligacao covalente do polimero hidrofilico poli(etileno glicol), abreviado
PEG, é um método de aumentar a solubilidade em agua, biodisponibilidade, aumen-
to da meia vida sérica, aumento da meia vida terapéutica, modulagao da imunogeni-
cidade, modulacdo da atividade biologica, ou extensao do tempo de circulagado de
muitas moléculas biologicamente ativas, incluindo proteinas, peptideos, e particu-
larmente moléculas hidrofébicas. PEG tem sido utilizado extensivamente em farma-
céuticos, implantes artificiais, e em outras aplicagdes onde a biocompatibilidade, au-
séncia de toxicidade, e auséncia de imunogenicidade é de importancia. A fim de ma-
ximizar as propriedades desejadas de PEG, o peso molecular total e estado de hi-
dratacdo do polimero ou polimeros PEG ligados a molécula biologicamente ativo
deve ser suficientemente alto para impedir as caracteristicas vantajosas tipicamente
associadas com ligacao de polimero PEG, tal como solubilidade em agua aumenta-
da e meia vida de circulagdo, enquanto ndo impacta adversamente a bioatividade da
molécula parente.

[0017]Derivados PEG sao frequentemente ligadas as moléculas biologica-
mente ativas através de funcionalidades quimicas reativas, tais como residuos lisina,
cisteina e histidina, a N-terminal e fracbes carboidratos. Tem havido pesquisa na
formulacdo de um composto FGF-21 terapéutico, mas tem sido problematico por
muitas razdes, uma das quais € porque proteinas e outras moléculas sempre tém
um numero limitado de sitios reativos disponiveis para ligacdo a polimero. Sempre,
os sitios mais desejaveis para modificacdo através de ligagcao a polimero desempe-
nham um papel significante na ligagdo ao receptor, e sdo necessarios para retengao
da atividade biolégica da molécula. Como um resultado, ligacédo indiscriminada de
cadeias de polimeros a tais sitios reativos em uma molécula biologicamente ativa
sempre leva a uma reducao significante ou mesmo perda total da atividade biolégica
da molécula modificada de polimero. R. Clark et al (1996), J. Biol. Chem.,
271:21969-21977. Para formar conjugados tendo suficiente peso molecular de poli-

mero para prejudicar as vantagens desejadas a uma molécula alvo, abordagens an-
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tecedentes da técnica tém tipicamente envolvido ligagdo aleatdéria de numerosos
bracos do polimero a molécula, assim aumentando o risco de uma reducéo ou mes-
mos perda total na bioatividade da molécula parente.

[0018]Sitios reativos que formam o loci para ligagdo de derivados PEG a
proteinas sao ditados pela estrutura da proteina. Proteinas, incluindo enzimas, séao
compostas de varias sequéncias de alfa-aminoacidos, que tém a estrutura geral
H2N--CHN--COOH. A fragao alfa-amino (H2N--) de um aminoacido se junta a fragao
carboxila (--COOH) de um aminoacido adjacente para formar ligagdes amida, que

podem ser representadas como —(NH--CHR--CO)n--, onde o sobrescrito “n” pode ser
igual a centenas ou milhares. O fragmento representado por R pode conter sitios
reativos para atividade biolégica e para ligagao de derivados PEG.

[0019]Por exemplo, no caso do aminoacido lisina, existe uma fragao --NH2
na posig¢ao epsilon bem como na posicao alfa. A --NH2 epsilon ¢é livre para reagir
sobre condi¢bes de pH basico. Muito da técnica no campo da derivatizagao de prote-
ina com PEG tem sido direcionada para desenvolvimento de derivados PEG para
ligacao a fragao --NH2 epsilon dos residuos lisina nas proteinas. “Polyethylene Gly-
col and Derivatives for Advanced PEGylation”, Nektar Molecular Engineering Cata-
log, 2003, pp. 1-17. Esses derivados PEG todos tém a limitagdo comum, entretanto,
eles ndo podem ser instalados seletivamente entre os sempre numerosos residuos
lisina presentes nas superficies de proteinas. Esta pode ser uma limitagao significan-
te em exemplos onde um residuo lisina € importante para a atividade de proteina,
existindo em um sitio ativo de enzima, por exemplo, ou em casos onde o residuo
lisina desempenha um papel em mediar a interagéo da proteina com outras molécu-
las bioldgicas, como no caso de sitios de ligagao de receptor.

[0020]Uma segunda e igualmente importante complicagdo de métodos exis-
tentes para PEGilacao de proteina é que o derivados PEG podem experimentar rea-
¢des colaterais ndo desejadas com outros residuos que aqueles desejados. Histidina
contém uma fragao reativa imino, representada estruturalmente como --N(H)--, mas

muitas espécies quimicamente reativas que reagem com --NH2 epsilon podem tam-
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bém reagir com --N(H)--. Similarmente, a cadeia lateral do aminoacido cisteina pro-
duz um grupo sulfidrila livre, estruturalmente representado como —SH. Em algumas
modalidades, os PEG derivados direcionados ao grupo NH2-epsilon da lisina tam-
bém reage com cisteina, histidina ou outros residuos. Isto pode criar complexo, mis-
turas heterogéneas de moléculas bioativas derivadas de PEG e riscos de destruir a
atividade da molécula bioativa sendo alvos. Pode ser desejavel desenvolver deriva-
dos PEG que permitam um grupo funcional quimico ser introduzido em um sitio uni-
co dentro da proteina que pode entdo permite o acoplamento seletivo de um ou mais
polimeros PEG para a molécula bioativa em sitios especificos na superficie da prote-
ina que sdo ambos bem definidos e preditiveis.

[0021]Em adicao aos residuos lisina, esfor¢cos consideraveis na técnica tém
sido direcionados para o desenvolvimento de reagentes PEG ativados que tem co-
mo alvo outras cadeias aminoacidos, incluindo cisteina, histidina e N-terminal. Ver,
por exemplo, Pat. EUA No. 6.610.281 que é aqui incorporada por referéncia, e
“Polyethylene Glycol and Derivatives for Advanced PEGylation”, Nektar Molecular
Engineering Catalog, 2003, pp. 1-17. Um residuo cisteina pode ser introduzido em
sitio-seletivo na estrutura de proteinas utilizando mutagénese sitio-direcionada e ou-
tras técnicas conhecidas no meio, e a fragao sulfidrila livre resultante pode ser reagi-
da com derivados PEG que produzem grupos funcionais reativos a tiol. Esta aborda-
gem é complicada, entretanto, nela a introdugao de um grupo sulfidrila livre pode
complicar a expressao, envelopamento e estabilidade da proteina resultante. Entao,
pode ser desejavel ter um meio de introduzir um grupo quimico funcional no FGF-21
que permite o acoplamento seletivo de um ou mais polimeros PEG a proteina en-
quanto simultaneamente sendo compativel com (isto é, ndo reagindo em reacgoes
colaterais ndo desejadas com) sulfidrilas e outros grupos funcionais quimicos tipica-
mente encontrados em proteinas.

[0022]Como pode ser visto a partir de amostras da técnica, muitos desses
derivados que tém sido desenvolvidos para ligacdo as cadeias laterais de proteinas,

em particular, a fracdo --NH2 na cadeia aminoacido lisina e a fragdo —SH na cadeia
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lateral cisteina, tem problematica provada em sua sintese e uso. Algumas formas de
ligacdes instaveis com a proteina que sao sujeitas a hidrélises e assim decompdem,
degradam, ou sao de outra forma instaveis em ambientes aquosos, tal como na cor-
rente sanguineo. Alguma forma de ligagées mais estaveis, mas sao sujeitos a hidro-
lises antes da ligacao ser formada, que significa que o grupo reativo no derivado
PEG pode ser inativado antes da proteina pode ser ligada. Alguns sado de alguma
forma toxicos e sao dessa forma menos adequados para uso in vivo. Alguns sao
muito lentos para reagir para serem praticamente uteis. Alguns resultados em uma
perda de atividade de proteina por ligagao a sitios responsaveis para a atividade da
proteina. Alguns nao sao especificos nos sitios aos quais eles serao ligados, que
podem também resultar em uma perda de atividade desejavel e em uma auséncia
de reprodutibilidade de resultados. A fim de superar os desafios associados com
modificagdes de proteinas com fragdes poli(etileno glicol), derivados PEG tém sido
desenvolvidos que sdo mais estaveis (por exemplo, Patente dos EUA 6.602.498,
que € aqui incorporada por referéncia) ou que reage seletivamente com fragdes tiol
em moléculas e superficies (por exemplo, Patente dos EUA 6.610.281, que é aqui
incorporado por referéncia). Existe claramente uma necessidade na técnica para
derivados PEG que s&o quimicamente inertes no ambiente fisiolégico até chamado
sob a reagao seletivamente para formar ligagdes quimicas estaveis.
[0023]Recentemente, uma tecnologia inteiramente nova nas ciéncias protei-
cas tem sido relatada, que promete superar muitas limitagdes associadas com modi-
ficagdes sitio-especificas de proteinas. Especificamente, novos componentes tém
sido adicionados a maquinaria biossintética de proteina do procarioto Escherichia
coli (E. coli) (por exemplo, L. Wang. et al (2001). Science 292:498-500) e o eucarioto
Saccharomyces cerevisae (S. cerevisae) (por exemplo, H. Chin. et al, Science
301:964-7 (2003)), que tem permitido a incorporagcdo de aminoacidos nao genetica-
mente codificados a proteinas in vivo. Um nimero de novos aminoacidos com novas
propriedades quimicas, fisicas ou bioldgicas, incluindo marcadores com fotoafinida-

de e aminoacidos fotoisomerizaveis, aminoacidos com ligagao foto-cruzada (ver, por
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exemplo, Chin, J.W., et al (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 99:11020-11024; e,
Chin, J.W. et al (2002) J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027), ceto aminoacidos, ami-
noacidos contendo atomo pesado, e aminoacidos glicosilados tém eficientemente
incorporados e com alta fidelidade nas proteinas em E. coli e em levedura em res-
postas ao codon ambar, TAG, utilizando esta metodologia. Ver, por exemplo, J.W.
Chin et al (2002), Journal of the American Chemical Society 124:9026-9027; J.W.
Chin, & P.G. Schultz, (2002), ChemBioChem 3(11):1135-1137; J. W. Chin et al
(2002), PNAS United Stated of America 99:11020-11024; e, L. Wang, & P.G.
Schultz, (2002), Chem, Comm., 1:1-11. Todas as referéncias sao incorporadas por
referéncia em sua totalidade. Esses estudos tém demonstrado que é possivel ser
seletivamente e rotineiramente introduzidos grupos funcionais quimicos, tal como
grupos cetonas, grupos alquino e fragbes azida, que nao sdo encontrados em prote-
inas, que sdo quimicamente inertes a todos os grupos funcionais encontrados nos
20 aminoacidos geneticamente codificados, comuns e que podem ser utilizados para
reagir eficientemente e seletivamente para formar ligagdes covalentemente estaveis.

[0024]A habilidade de incorporar aminoacidos nao geneticamente codifica-
dos em proteinas permite a introdugdo de grupos quimicos funcionais que podem
prover alternativas valiosas para os grupos funcionais de ocorréncia natural, tais co-
mo o NH2-epsilon de lisona, a sulfidrila-SH de cisteina, o grupo imino de histidina
etc. Certos grupos funcionais quimicos sao conhecidos serem inertes para os grupos
funcionais nos 20 aminoacidos geneticamente codificados, comuns mas reagem de
forma limpa e eficientemente para formar ligagdes estaveis. Grupos azida e acetile-
no, por exemplo, sdo conhecidos na técnica por suportarem a reagao de cicloadi¢cao
de Huisgen [3+2] em condi¢gbes aquosas em presenca de uma quantidade catalitica
de cobre. Ver, por exemplo, Tornoe et al (2002) J. Org. Chem. 67:3057-3064; e,
Rostovtsev et al, (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-2599. Por introdugédo de
uma fragdo azida em uma estrutura protéica, por exemplo, uma é capaz de incorpo-
rar um grupo funcional que é quimicamente inerte a aminas, sulfidrilas, acidos car-

boxilicos, grupo hidroxilas encontrados em proteinas, mas que também reagem fa-
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cilmente e eficientemente com uma fracdo acetileno para formar um produto de ci-
cloadicdo. Importantemente, na auséncia da fracdo acetileno, a azida permanece
quimicamente inerte e nao reativa em presenca de outras cadeias laterais de protei-
na e sobre condigdes fisiolégicas.

[0025]A presente invencéo € direcionada, entre outras coisas, para proble-
mas associados com a atividade e producao de polipeptideos FGF-21, e também se
direciona a producdo de um polipeptideo FGF-21 com propriedades biolégicas ou
farmacolégicas aumentadas, tal como meia vida terapéutica aumentada.

RESUMO DA INVENCAO

[0026]Esta invencao prové polipeptideos FGF-21 compreendendo um ou
mais aminoacidos codificados n&o naturalmente.

[0027]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma
ou mais modificagdes pods-traducionais. Em algumas modalidades, o polipeptideo
FGF-21 esta ligado a um ligante, polimero, ou molécula biologicamente ativa. Em
algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 esta ligado a um polimero bifuncional,
ligante bifuncional, ou pelo menos um polipeptideo FGF-21 adicional.

[0028]Em algumas modalidades, o aminoacido nao codificado naturalmente
esta ligado a um polimero soluvel em agua. Em algumas modalidades, o polimero
soluvel em agua compreende uma fragao poli(etileno glicol). Em algumas modalida-
des, o aminoacido nao naturalmente codificado esta ligado ao polimero soluvel em
agua com um ligante ou esta ligado ao polimero soluvel em agua. Em algumas mo-
dalidades, o aminoacido nao naturalmente codificado esta ligado ao polimero soluvel
em agua com um ligante ou € ligado ao polimero soluvel em agua. Em algumas mo-
dalidades, a molécula de poli(etileno glicol) € um polimero bifuncional. Em algumas
modalidades, o polimero bifuncional esta ligado a um segundo polipeptideo. Em al-
gumas modalidades, o segundo polipeptideo € um polipeptideo FGF-21.

[0029]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende pelo
menos dois aminoacidos ligados a um polimero soluvel em agua compreendendo

uma fragao poli(etileno glicol). Em algumas modalidades, pelo menos um aminoaci-
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do é um aminoéacido ndo naturalmente codificado.

[0030]Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente
codificados sdo incorporados em um ou mais das seguintes posicoes em FGF-21:
antes da posicao 1 (isto é, no N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152,
153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169,
170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto é, na termina-
¢ao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos n&o natural-
mente codificados sao incorporados em uma ou mais posi¢coes a partir da posicao 1
(isto é, no N-terminal) através do C-terminal na SEQ ID NOs: 34-36. Em algumas
modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sao incorpora-
dos em uma ou mais das seguintes posi¢coes em FGF-21: 10, 52, 117, 126, 131,
162, 87, 77, 83, 72, 69, 79, 91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos corres-
pondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoaci-
dos nao naturalmente codificados sao incorporados em uma ou mais das seguintes
posicoes em FGF-21: 10, 52, 77, 117, 126, 131, 162 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos
correspondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais
aminoacidos nao naturalmente codificados s&o incorporados em uma ou mais das
seguintes posi¢coes em FGF-21: 87, 77, 83, 72 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos cor-
respondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais amino-
acidos nao naturalmente codificados sao incorporados em uma ou mais das seguin-

tes posicoes em FGF-21: 69, 79, 91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos
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correspondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais
aminoacidos nao naturais sado incorporados na sequéncia lider ou sinal da SEQ ID
NOs: 3, 4, 6, 7, ou outra sequéncia FGF-21. Em algumas modalidades, as sequén-
cias lider podem ser escolhidas a partir da SEQ ID NOs: 39, 40, 41, 42, 43 ou 44.
Em algumas modalidades, secrecao de construgcées de FGF-21 sdo clonadas em
pVK7ara (Nde/Eco) com uma sequéncia lider escolhida a partir das SEQ ID NOs: 39,
40, 41, 42,43 ou 44.

[0031]Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em
um ou mais dessas posi¢oes esta ligado a um polimero soluvel em agua, incluindo,
mas nao limitado as posicdes: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181,
182 (isto €, no carbdxi terminal da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos cor-
respondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de
ocorréncia nao natural em uma ou mais posigdes a partir da posicéao 1 (isto €, no N-
terminal) até o C-terminal nas SEQ ID NOs: 34-36 ¢ ligado a um polimero soluvel em
agua. Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia ndao natural em uma ou
mais dessas posigcdes esta ligado a um polimero soluvel em agua, incluindo mas néo
limitado as posigdes: 10, 52, 117, 126, 131, 162, 87, 77, 83, 72, 69, 79, 91, 96, 108 e
110 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em
algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em uma ou mais

dessas posicdes estado ligados a um polimero soluvel em agua, incluindo, mas nao
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limitado as posi¢des: 10, 52, 77, 117, 126, 131, 162 (SEQ ID NO:1 ou nos aminoaci-
dos correspondentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoaci-
do de ocorréncia ndo natural em uma ou mais dessas posi¢des esta ligado a um po-
limero soluvel em agua: 87, 77, 83, 72 (SEQ ID NO: 1 ou aminoacidos correspon-
dentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorrén-
cia nao natural em uma ou mais dessas posi¢des esta ligado a um polimero: 69, 79,
91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou os correspondentes aminoacidos das SEQ ID
NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o um ou mais aminoacidos de ocorréncia nao
natural € a sequéncia lider ou sinal das SEQ ID NOs: 3, 4, 6, 7, 39, 40, 41, 42, 43,
44 ou outra sequéncia FGF-21 esta ligada a um polimero soluvel em agua. Em al-
gumas modalidades, um ou mais aminoacidos de ocorréncia nao natural na sequén-
cia lider ou sinal das SEQ ID NOs: 3, 4, 6, 7 ou outra sequéncia FGF-21 esta ligada
a um polimero soluvel em agua.

[0032]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma
substituicdo, adigcao ou delecao que modula afinidade do polipeptideo FGF-21 para
um receptor do polipeptideo FGF-21 ou parceiro ligador, incluindo, mas nao limitado
a uma proteina, polipeptideo, pequena molécula, ou acido nucléico. Em algumas
modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma substituicao, adicao ou dele-
¢ao que aumenta a estabilidade do polipeptideo FGF-21 quando comparado com a
estabilidade do correspondente FGF-21 sem a substituicdo, adicdo ou delegao. Em
algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma substituicdo, adicao
ou delecao que modula a imunogenicidade do polipeptideo FGF-21 quando compa-
rado com a imunogenicidade do correspondente FGF-21 sem a substituicao, adicao
ou delecao. Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma
substituicdo, adi¢cao ou delecdo que modula a meia vida sérica ou tempo de circula-
¢ao do polipeptideo FGF-21 quando comparado com a meia vida sérica ou tempo de
circulagao do correspondente FGF-21 sem a substituicao, adicdo ou delegao.

[0033]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma

substituicdo, adicao ou delegcdo que aumenta a solubilidade aquosa do polipeptideo
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FGF-21 quando comparado a solubilidade aquosa do FGF-21 correspondente sem a
substituicdo, adi¢cao, ou delegdo. Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21
sem a substituicdo, adicado ou delegcdo. Em algumas modalidades, o polipeptideo
FGF-21 compreende uma substituicdo, adicao ou delecdo que aumenta a solubilida-
de do polipeptideo FGF-21 produzido em uma célula hospedeira quando comparado
a solubilidade do FGF-21 correspondente sem a substituicao, adicdo ou delegcdo. Em
algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma substituicdo, adicéo
ou delecdo que aumenta a expressao do polipeptideo FGF-21 em uma célula hos-
pedeira ou aumenta a sintese in vitro quando comparado a expressao ou sintese do
FGF-21 correspondente sem a substituicao, adicdo ou delecéo. O polipeptideo FGF-
21 compreendendo esta substituicdo retém atividade agonista e retém ou melhora
os niveis de expressao em uma célula hospedeira. Em algumas modalidades, o poli-
peptideo FGF-21 compreende uma substituicdo, adicdo ou delegcdo que aumenta a
resisténcia a protease do polipeptideo FGF-21 quando comparado a resisténcia a
protease do FGF-21 correspondente sem a substituicao, adigdo ou delegao. Patente
dos EUA No. 6.716.626 indicou que os sitios potenciais que podem ser substituidos
para alterar a clivagem de protease incluem, mas n&o sao limitados a, um sitio mo-
nobasico dentro de 2 residuos de uma prolina. Em algumas modalidades, o polipep-
tideo FGF-21 compreende uma substituicao, adicdo ou delegdo que modula a ativi-
dade de transducgao de sinal do receptor FGF-21 quando comparado com a ativida-
de do receptor sob a interagcdo com o correspondente polipeptideo FGF-21 sem a
substituicdo, adicdo ou delecdo. Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21
compreende uma substituicao, adicdo ou delecdo que modula sua ligagao a outra
molécula tal como um receptor quando comparado a ligacédo do polipeptideo FGF-21
correspondente sem a substituicao, adigdo ou delecéo.

[0034]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 compreende uma
substituicdo, adicdo, ou delecdo que aumenta a compatibilidade do polipeptideo
FGF-21 com conservantes farmacéuticos (por exemplo, m-cresol, fenol, benzil alco-

ol) quando comparado a compatibilidade do FGF-21 correspondente sem a substi-
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tuicdo, adicao ou delecdo. Esta compatibilidade aumentada pode permitir a prepara-
¢ao de uma formulacédo farmacéutica conservada que mantém as propriedades fisi-
co-quimicas e atividade biolégica da proteina durante o armazenamento. WO
2005/091944, que é aqui incorporado por referéncia em sua totalidade, discute os
seguintes exemplos de muteinas FGF-21 com estabilidade farmacéutica aumentada:
a substituicdo com uma carga e/ou polar mas aminoacido nao carregado para um
dos seguintes: glicina 42, glutamina 54, arginina 77, alanina 81, leucina 86, fenilala-
nina 88, lisina 122, histidina 125, arginina 126, prolina 130, arginina 131, leucina
139, alanina 145, leucina 146, isoleucina 152, alanina 154, glutamina 156, glicina
161, serina 163, glicina 170, ou serina 172 de SEQ ID NO:1 de WO 05/091944. Um
polipeptideo FGF-21 da presente invengao pode incluir uma ou mais dessas substi-
tuicdes, adigbes ou delegbes. Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos
nao naturais sao substituidos em uma ou mais das seguintes posi¢des: glicina 42,
glutamina 54, arginina 77, alanina 86, fenilalanina 88, lisina 122, histidina 125, argi-
nina 126, prolina 130, arginina 131, leucina 139, alanina 145, prolina/leucina 146,
isoleucina 152, alanina 154, glutamina 156, glicina 161, serina 163, glicina 170, seri-
na 172 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).
Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturais s&o substituidos
em uma ou mais das seguintes posi¢des: glutamato 91, arginina 131, glutamina 108,
arginina 77, arginina 72, histidina 87, leucina 86, arginina 126, glutamato 110, tirosi-
na 83, prolina 146, arginina 135, arginina 96, arginina 36 (SEQ ID NO: 1 ou aminoa-
cidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[0035]WO 05/091944 descreve muteinas adicionais do FGF-21 com estabili-
dade farmacéutica aumentada. Tais muteinas incluem a substituicdo de uma cisteina
por dois ou mais dos seguintes em FGF-21 (ver SEQ ID NO: 1 de WO 05/091944):
arginina 19, tirosina 20, leucina 21, tirosina 22, treonina 23, aspartato 24, aspartato
25, alanina 26, glutamina 27, glutamina 28, alanina 31, leucina 33, isoleucina 35,
leucina 37, valina 41, glicina 42, glicina 43, glutamato 50, glutamina 54, leucina 58,

valina 62, leucina 66, glicina 67, lisina 69, arginina 72, fenilalanina 73, glutamina 76,
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arginina 77, aspartato 79, glicina 80, alanina 81, leucina 82, glicina 84, serina 85,
prolina 90, alanina 92, serina 94, fenilalanina 95, leucina 100, aspartato 102, tirosina
104, tirosina 107, serina 109, glutamato 110, prolina 115, histidina 117, leucina 118,
prolina 119, asparagina 121, lisina 122, serina 123, prolina 124, histidina 125, argini-
na 126, aspartato 127, alanina 129, prolina 130, glicina 132, alanina 134, arginina
135, leucina 137, prolina 138, ou leucina 139. Polipeptideos FGF-21 da presente
invengao podem incluir uma ou mais dessas substituicbes na posi¢cao corresponden-
te e/ou podem incluir uma ou mais de outras substituicdes, adicées ou delecdes. Em
algumas modalidades, um ou mais aminoacidos ndo naturais sdo substituidos em
uma ou mais das seguintes posigdes: arginina 19, tirosina 20, leucina 21, tirosina 22,
treonina 23, aspartato 24, aspartato 25, alanina 26, glutamina 27, glutamina 28, ala-
nina 31, leucina 33, isoleucina 35, leucina 37, valina 41, glicina 42, glicina 43, gluta-
mato 50, glutamina 54, leucina 58, valina 62, leucina 66, glicina 67, lisina 69, argini-
na 72, fenilalanina 73, glutamina 76, arginina 77, aspartato 79, glicina 80, alanina 81,
leucina 82, glicina 84, serina 85, prolina 90, alanina 92, serina 94, fenilalanina 95,
leucina 100, aspartato 102, tirosina 104, tirosina 107, serina 109, glutamato 110, pro-
lina 115, histidina 117, leucina 118, prolina 119, asparagina 121, lisina 122, serina
123, prolina 124, histidina 125, arginina 126, aspartato 127, alanina 129, prolina 130,
glicina 132, alanina 134, arginina 135, leucina 137, prolina 138, ou leucina 139 (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[0036]WO 05/091944 ainda descreve muteinas especificas do FGF-21 com
ligacdes dissulfeto construidas (aminoacidos substituidos com cisteina), em adi¢ao
ao de ocorréncia natural em Cys75-Cus93, sdo como segue: GIn76Cys-Ser109Cys,
Cys75-Ser85Cys, Cys75-Ala92Cys, Phe73Cys-Cys93, Ser123Cys-His125Cys,
Asp102Cys-Tyr104Cys, Asp127Cys-Gly132Cys, Ser94Cys-Glu110Cys, Pro115Cys-
His117Cys, Asn121Cys-Asp127Cys, Leu100Cys-Asp102Cys, Phe95Cys-Tyr107Cys,
Arg19CysPro138Cys, Tyr20Cys-Leu139Cys, Tyr22Cys-Leu137Cys, Arg77Cys-
Asp79Cys, Pro90Cys-Ala92Cys, Glu50Cys-Lys69Cys, Thr23Cys-Asp25Cys,
Ala31Cys-Gly43Cys, GIn28Cys-Gly43Cys,  Thr23Cys-GIn28Cys,  Val31Cys-
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Leu82Cys, Leu58Cys-Val62Cys, GIn54Cys-Leu66Cys, lle35Cys-Gly67Cys,
Gly67Cys-Arg72Cys, 1le35Cys-Gly84Cys, Arg72Cys-Gly84Cys ou Arg77Cys-
Ala81Cys, onde o numero é baseado na SEQ ID NO:1 da WO 05/091944. Muteinas
adicionais com ligagdes dissulfeto construidas sao Tyr22Cys-Leu139Cys; Asp24Cys-
Arg135Cys; Leu118Cys-Gly132Cys; His117Cys-Pro130Cys; His117CysAla129Cys;
Leu82Cys-Pro119Cys; Gly80Cys-Ala129Cys; Gly43Cys-Pro124Cys; Gly42Cys-
Arg126Cys; Gly42Cys-Pro124Cys; GIn28Cys-Pro124Cys; GIn27Cys-Ser123Cys;
Ala26Cys-Lys122Cys; ou Asp25Cys-Lys122Cys, onde o numero é baseado na SEQ
ID NO:1 da WO 05/091944. Muteinas adicionais com liga¢des dissulfeto construidas
sdo Leu118Cys-Ala134Cys; Leu21Cys-Leu33Cys; Ala26Cys-Lys122Cys; Leu21Cys-
Leu33Cys/Leu118Cys-Ala134Cys, onde o numero é baseado na SEQ ID NO:1 da
WO 05/091944. Polipeptideos FGF-21 da presente invengdo podem incluir uma ou
mais dessas substituicdes na(s) posicao(s) correspondente(s) no polipeptideo e/ou
podem incluir uma ou mais outras substitui¢gdes, adigdes ou dele¢des. Polipeptideos
FGF-21 da presente invengao podem incluir uma ou mais dessas substituicdes na(s)
posigao(s) correspondente(s) no polipeptideo (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos cor-
respondentes nas SEQ ID NOs:2-7). Em algumas modalidades, polipeptideos FGF-
21 da presente invengao podem incluir uma ou mais dessas substituicdes nas posi-
¢des correspondentes a partir de antes da posi¢ao 1 (isto €, N-terminal) até o C-
terminal nas SEQ ID NOs: 34-36.

[0037]WO 05/091944 descreve muteinas adicionais do FGF-21 que foram
PEGiladas. Essas muteinas tiveram uma das seguintes substituicdes: D25C, D38C,
L58C, K59C, P60C, K69C, D79C, H87C, E91C, E101C, D102C, L114C, L116C,
K122C, R126C, R126C, P130C, P133C, P140C. Polipeptideos FGF-21 da presente
invengao podem incluir uma ou mais dessas substituicbes na posi¢cao corresponden-
te no polipeptideo e/ou podem incluir uma ou mais outras substitui¢des, adicdes ou
delegdes. Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturais sao
substituidos em uma ou mais das seguintes posi¢des: 25, 38, 58, 59, 60, 69, 79, 87,

91, 101, 102, 114, 116, 122, 126, 130, 133, 140 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos
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correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, polipeptideos
FGF-21 da presente invengao podem incluir uma ou mais dessas substituicdes nas
posicoes correspondentes a partir de antes da posi¢ao 1 (isto €, no N-terminal) até o
C-terminal nas SEQ ID NOs: 34-36.

[0038]WO 05/091944 descreve substituicdes cisteinas nas seguintes posi-
¢oes: 19, 21, 26, 28, 29, 30, 36, 39, 42, 50, 56, 61, 64, 65, 68, 70, 71, 77, 81, 85, 86,
90, 92, 94, 98, 107, 108, 112, 113, 123 e 124. WO 05/091944 indica substituicdes
cisteina nas seguintes posicoes: 24, 27, 37, 40, 44, 46, 49, 57, 88, 89, 106, 110, 111,
115, 120 e 139. WO 05/091944 também descreve substituigdes cisteina nas seguin-
tes posigcdes: 18, 45, 47, 48, 78, 83, 99, 103, 125, 128, 131, 132 e 138. Wo
05/091944 também descreve substituigdes cisteinas nas seguintes posigdes: 25, 38,
58, 59, 60, 69, 79, 87, 91, 101, 102, 114, 116, 122, 130, 133, e 140.

[0039]Em algumas modalidades, uma ou mais ligagdes construidas sao cri-
ada com um ou mais aminoacidos nao naturais. A ligagdo intramolecular pode ser
criada de muitas formas, incluindo mas nao limitado a uma reagao entre dois amino-
acidos na proteina sobre condigcbes adequadas (um ou ambos aminoacidos podem
ser um aminoacido nao natural); uma reagdo com dois aminoacidos, cada um dos
quais pode ser naturalmente codificado ou ndo naturalmente codificado, com um
ligante, polimero, ou outra molécula sobre condi¢bes adequadas etc.

[0040]Em algumas modalidades, uma ou mais substituicdes aminoacidos no
polipeptideo FGF-21 podem ser com um ou mais aminoacidos de ocorréncia natural
ou nao natural. Em algumas modalidades as substituicbes aminoacidos no polipepti-
deo FGF-21 podem ser aminoacidos de ocorréncia natural ou nao natural, provido
que pelo menos uma substituicdo € com um aminoacido ndo naturalmente codifica-
do. Em algumas modalidades, uma ou mais substituicbes aminoacidos do polipepti-
deo FGF-21 pode ser com um ou mais aminoacidos de ocorréncia natural, e adicio-
nalmente pelo menos uma substituicdo € com um aminoacido nao naturalmente co-
dificado.

[0041]Em algumas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado
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compreende um grupo carbonila, um grupo acetila, um grupo aminodxi, um grupo
hidrazina, um grupo hidrazida, um grupo semi-carbazinda, um grupo azida, um grupo
alquino.

[0042]Em algumas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado
compreende um grupo carbonila. Em algumas modalidades, o aminoacido nao natu-

ralmente codificado tem a estrutura:
(CHy)R4COR;

R;HN COR,4

[0043]Em que n € 0-10; R1 € uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila
substituida; R2 é H, uma alquila, arila, alquila substituida, e arila substituida; e R3 é
H, um aminoacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo de amino-terminal,
e R4 é H, um aminoacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagado carboxi-
terminal.

[0044]Em algumas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado
compreende um grupo aminooxi. Em algumas modalidades, o aminoacido nao natu-
ralmente codificado compreende um grupo hidrazida. Em algumas modalidades, o
aminoacido nao naturalmente codificado compreende um grupo hidrazina. Em algu-
mas modalidades, os residuos aminoacidos n&o naturalmente codificados compre-
endem um grupo semi-carbazida.

[0045]Em algumas modalidades, o residuo aminoacido nao naturalmente
codificado compreende um grupo azida. Em algumas modalidades, o aminoacido

nao naturalmente codificado tem a estrutura:
(CH2)n R4 X{CH3);, N3
R;HN CORj;

[0046]Em que n é 0-10; R1 é uma alquila, arila, alquila substituida, arila
substituida ou nao presente; X € O, N, S ou nao presente; m é 0-10; R2 é H, um

aminoacido, um polipeptideo, um grupo de modificagdo amino-terminal, e R3 é H,
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um aminoacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagao carboxi-terminal.
[0047]Em algumas modalidades, o aminoacido nao naturalmente codificado
compreende um grupo alquino. Em algumas modalidades, o aminoacido nao natu-

ralmente codificado tem a estrutura:
(CHZ)nRX(CHg)rCCH

RzHN COR4

[0048]Em que n é 0-10; R1 é uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila
substituida; X € O, N, S ou ndo presente; m é 0-10l R2 € H, um aminoacido, um poli-
peptideo, ou um grupo de modificagdo amino-terminal, e R3 é H, um aminoacido, um
polipeptideo, ou um grupo de modificagao carboxi-terminal.

[0049]Em algumas modalidades, o polipeptideo € um agonista polipeptideo
FGF-21, agonista parcial, antagonista, antagonista parcial, ou agonista inverso. Em
algumas modalidades, o agonista polipeptideo FGF-21, agonista parcial, antagonis-
ta, antagonista parcial, ou agonista inverso compreende um aminoacido nao natu-
ralmente codificado ligado a um polimero soluvel em agua. Em algumas modalida-
des, o polimero soluvel em agua compreende uma fragao poli(etileno glicol). Em al-
gumas modalidades, o agonista polipeptideo FGF-21, agonista parcial, antagonista,
antagonista parcial, ou agonista inverso compreende um aminoacido nao natural-
mente codificado e uma ou mais modificagdo poés-traducional, ligante, polimero, ou
molécula biologicamente ativa.

[0050]A invencao presente também prové acidos nucléicos isolados com-
preendendo um polinucleotideo que hibridiza sobre condi¢coes severas para a SEQ
ID NO: 8-14. A presente invengao também prové acidos nucléicos isolados compre-
endendo um polinucleotideo que hibridiza sobre condi¢gdes severas para a SEQ ID
NO: 8-14 em que o polinucleotideo compreende pelo menos um cdédon seletor. A
presente invengao também prové acidos nucléicos isolados compreendendo um po-
linucleotideo que codifica os polinucleotideos mostrados como SEQ ID NOs: 1-7. A

presente invengcao também prové acidos nucléicos isolados compreendendo um po-
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linucleotideo que codifica os polinucleotideos mostrados como SEQ ID NOs; 1-7
com um ou mais aminoacidos ndo naturalmente codificados. E faciimente aparente
aqueles versados na técnica que um numero de diferentes polinucleotideos pode
codificar qualquer polipeptideo da presente invengao.

[0051]Em algumas modalidades, o cdédon seletor é selecionado a partir do
grupo consistindo em um coédon ambar, codon ocre, coédon opala, um cdédon unico,
um codon raro, um cdédon de cinco bases, e um cédon de quatro bases.

[0052]A presente invengao também prové métodos de fazer um polipeptideo
FGF-21 ligado a um polimero soluvel em agua. Em algumas modalidades, o método
compreende por em contato um polipeptideo FGF-21 compreendendo um aminoaci-
do n&o naturalmente codificado com um polimero soluvel em agua compreendendo
uma fracdo que reage com um aminoacido nao naturalmente codificado. Em algu-
mas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado incorporado no poli-
peptideo FGF-21 é reativo para um polimero soluvel em agua que é de outra forma
nao reativo para qualquer dos 20 aminoacidos comuns.

[0053]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 ligado ao polimero
soluvel em agua é feito reagir com um polipeptideo FGF-21 compreendendo um
aminoacido contendo carbonila com uma molécula poli(etileno glicol) compreenden-
do um grupo aminodxi, hidrazina, hidrazida ou semi-carbazida. Em algumas modali-
dades, o grupo aminooxi, hidrazina, hidrazida ou semi-carbazida esta ligado a molé-
cula poli(etileno glicol) atragdes de uma ligacdo amida.

[0054]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 ligado ao polimero
soluvel em agua é feito por reacdo de uma molécula poli(etileno glicol) compreen-
dendo um grupo carbonila com um polipeptideo compreendendo um aminoacido nao
naturalmente codificado que compreende um grupo aminodxi, hidrazina, hidrazida
ou semi-carbazida.

[0055]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 ligado ao polimero
soluvel em agua é feito por reacdo de um polipeptideo FGF-21 compreendendo um

aminoacido contendo alquino com uma molécula poli(etileno glicol) compreendendo
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uma fragdo azida. Em algumas modalidades, o grupo azida ou alquino esta ligado a
molécula poli(etileno glicol) através de uma ligacdo amida.

[0056]Em algumas modalidades, o polipeptideo FGF-21 ligado ao polimero
soluvel em agua com uma molécula poli(etileno glicol) compreendendo uma fragcéo
alquino. Em algumas modalidades, o grupo azida ou alquino € ligado a molécula po-
li(etileno glicol) através de uma ligagdao amida.

[0057]Em algumas modalidades, a molécula poli(etileno glicol) tem um peso
molecular de entre cerca de 0,1 kDa e cerca de 100 kDa. Em algumas modalidades,
a molécula poli(etileno glicol) tem um peso molecular entre 0,1 kDa e 50 kDa.

[0058]Em algumas modalidades, a molécula poli(etileno glicol) € um polime-
ro ramificado. Em algumas modalidades, cada ramificagdo do polimero ramificado
poli(etileno glicol) tem um peso molecular de entre cerca de 1 kDa e cerca de 100
kDa, ou entre 1 kDa e 50 kDa.

[0059]Em algumas modalidades, o polimero soluvel em agua ligado ao poli-
peptideo FGF-21 compreende uma fragao polialquileno glicol. Em algumas modali-
dades, o residuo aminoacido nao naturalmente codificado incorporado no polipepti-
deo FGF-21 compreende um grupo carbonila, um grupo aminodxi, um grupo hidrazi-
da, um hidrazina, um semi-carbazida, um grupo azida, um grupo alquino. Em algu-
mas modalidades, o residuo aminoacido nao naturalmente codificado incorporado no
polipeptideo FGF-21 compreende uma fragdo carbonila e o polimero soluvel em
agua compreende uma fragado aminooxi, hidrazida, hidrazina, ou semi-carbaxida. Em
algumas modalidades, o residuo aminoacido nao naturalmente codificado incorpora-
do no polipeptideo FGF-21 compreende uma fragao alquino e o polimero soluvel em
agua compreende uma fragao azida. Em algumas modalidades, o residuo aminoaci-
do nao naturalmente codificado incorporado no polipeptideo FGF-21 compreende
uma fracao azida e o polimero soluvel em agua compreende uma fragao alquino.

[0060]A presente invengao também prové composi¢cdes compreendendo um
polipeptideo FGF-21 compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado e

um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em algumas modalidades, o aminoacido
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nao naturalmente codificado esta ligado a um polimero soluvel em agua.

[0061]A presente invengado também prové células compreendendo um poli-
nucleotideo codificando o polipeptideo FGF-21 compreendendo um cdédon seletor.
Em algumas modalidades, as células compreendem uma RNA sintetase ortogonal
e/ou tRNA ortogonal para substituir um aminoacido ndo naturalmente codificado no
polipeptideo FGF-21.

[0062]A presente invengao também prové métodos de fazer um polipeptideo
FGF-21 compreendendo um aminoacido ndo naturalmente codificado. Em algumas
modalidades, os métodos compreendem cultivo de células compreendendo um poli-
nucleotideo ou polinucleotideos codificando um polipeptideo FGF-21, um RNA sinte-
tase ortogonal e/ou tRNA ortogonal sob condi¢gées para permitir expressao do poli-
peptideo FGF-21; e purificando o polipeptideo FGF-21 a partir de células e/ou meio
de cultura.

[0063]A presente invengao também prové métodos de aumentar a meia-vida
terapéutica, meia-vida sérica ou tempo de circulacdo dos polipeptideos FGF-21. A
presente invengao prové meétodos de modulagao da imunogenicidade dos polipepti-
deos FGF-21. Em algumas modalidades, os métodos compreendem substituir um
aminoacido nao naturalmente codificado por qualquer um ou mais aminoacidos em
polipeptideos FGF-21 de ocorréncia natural e/ou ligagdes dos polipeptideos FGF-21
a um ligante, um polimero, um polimero soluvel em agua, ou uma molécula biologi-
camente ativa.

[0064]A presente invengao também prové métodos de tratar um paciente em
necessidade de tal tratamento com uma quantidade efetiva de uma molécula FGF-
21 da presente invengdao. Em algumas modalidades, os métodos compreendem ad-
ministracdo ao paciente de uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma com-
posicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo FGF-21 compreendendo um
aminoacido n&o naturalmente codificado e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Em algumas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado esta ligado a

um polimero soluvel em agua.
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[0065]A presente invencdo também prové polipeptideos FGF-21 compreen-
dendo uma sequéncia mostrada na SEQ ID NO:1-7 ou qualquer sequéncia polipep-
tidica FGF-21, exceto que pelo menos um aminoacido é substituido por um aminoa-
cido nao naturalmente codificado. A presente invengao também prové polipeptideos
FGF-21 compreendendo uma sequéncia mostrada como SEQ ID NO:1, 2,4 e 5. Em
algumas modalidades, o aminoacido nao naturalmente codificado € ligado a um po-
limero soluvel em agua. Em algumas modalidades, o polimero soluvel em agua
compreende uma fragao poli(etileno glicol). Em algumas modalidades, o aminoacido
nao naturalmente codificado compreende um grupo carbonila, um grupo aminooxi,
um grupo hidrazida, um grupo hidrazina, um grupo semi-carbazida, um grupo azida,
ou um grupo alquino.

[0066]A presente invengao também prové composi¢des farmacéuticas com-
preendendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel e um polipeptideo FGF-21
compreendendo a sequéncia mostrada na SEQ ID NO:1-7 ou qualquer outra se-
quéncia polipeptideo FGF-21, em que pelo menos um aminoacido € substituido por
um aminoacido ndo naturalmente codificado. A presente invengdo também prové
composi¢coes farmacéuticas compreendendo um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel e um polipeptideo FGF-21 compreendendo a sequéncia mostrada na SEQ ID
NO: 1-7. Em algumas modalidades, o aminoacido ndo naturalmente codificado com-
preende uma fragdo sacaridea. Em algumas modalidades, o polimero soluvel em
agua esta ligado ao polipeptideo através de uma fragao sacarideo. Em algumas mo-
dalidades, um ligante, polimero, ou molécula biologicamente ativa esta ligado ao po-
lipeptideo FGF-21 através de uma fragcao sacaridea.

[0067]A presente invengao também prové um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um polimero soluvel em agua ligado por uma ligagao covalente ao polipep-
tideo FGF-21 em um aminoacido unico. Em algumas modalidades, o polimero solu-
vel em agua compreende uma fragao poli(etileno glicol). Em algumas modalidades, o
aminoacido covalentemente ligado ao polimero soluvel em agua é um aminoacido

nao naturalmente codificado presente no polipeptideo.
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[0068]A presente invencédo prové um polipeptideo FGF-21 compreendendo
pelo menos um ligante, polimero, ou molécula biologicamente ativa, em que o referi-
do ligante, polimero, ou molécula biologicamente ativa é ligado ao polipeptideo atra-
vés de um grupo funcional de um aminoacido nao naturalmente codificado ribosso-
malmente incorporado no polipeptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo é
monoPEGilado. A presente invencao também prové um polipeptideo FGF-21 com-
preendendo um ligante, polimero, ou molécula biologicamente ativa que € ligada a
um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados em que o aminoacido nao
naturalmente codificado é ribossomalmente incorporado no polipeptideo nos sitios
pré-selecionados.

[0069]Incluido dentro do objetivo desta invengao é a sequéncia lider ou sinal
FGF-21 juntos a uma regido de codificagdo FGF-21, bem como uma sequéncia sinal
heterdloga junto a uma regidao de codificacdo FGF-21. A sequéncia lider ou sinal he-
teréloga selecionada deve ser um que € reconhecida e processada, por exemplo,
pelo sistema de secrecédo da célula hospedeira para secretar e possivelmente cliva-
da por um sinal de peptidase, pela célula hospedeira. Sequéncia lider da presente
invengao pode ser escolhida a partir das seguintes: as trés sequéncias lideres a par-
tir de SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:6 (posi¢des de aminoacidos 1-28), as duas leuci-
nas lideres a partir de SEQ ID NO:4 e SEQ ID NO:7 (posigdes de aminoacidos 1-27),
o marcador His a partir da SEQ ID NO:2 (posigdes de aminoacidos 1-10), SEQ ID
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID
NO:44. Um método de tratar uma condi¢ao ou disturbio com o FGF-21 da presente
invencao é significado para implicar o tratamento com FGF-21 com ou sem um pep-
tideo sinal ou lider.

[0070]A presente invencdo também prové meétodos de induzir um aumento
na captacao de glicose em células adipdcitos, o referido método compreendendo
administragcdo de FGF-21 as referidas células em uma quantidade efetiva para indu-
zir um aumento a captacao de glicose. O referido aumento na captacao de glicose

pode causar um aumento no gasto de energia por a utilizacdo de glicose mais rapida
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ou mais eficiente.

[0071]Em outra modalidade, conjuncao do polipeptideo FGF-21 compreen-
dendo um ou mais aminoacidos de ocorréncia nao natural para outra molécula, inclu-
indo, mas nao limitado a PEG, prové FGF-21 substancialmente purificado devido a
reagao quimica unica utilizada para conjugacao do aminoacido nao natural. Conju-
gacgao de FGF-21 compreendendo um ou mais aminoacidos nao naturalmente codi-
ficados a outra molécula, tal como PEG, pode ser feita com outras técnicas de purifi-
cacao antes ou seguindo o passo de conjugacao para prover FGF-21 substancial-
mente puro.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 — Mutagbes ambar em FGF-21 e sitios correspondentes em FGF-19
s&o mostrados.

Figura 2 — A estrutura do FGF-19 humano é mostrada.

Figura 3 — Mutacées ambar em FGF-21 e sitios correspondentes em FGF-2
s&o mostrados.

Figura 4 — A estrutura do FGF-19 humano é mostrada.

‘Figura 5 — Expressao de His N-terminal marcado com FGF-21 e supresséao
em 7 sitios ambar s&do mostrados.

Figura 6 — Amostras de sobrenadante BPER a partir da expressédo do His N-
terminal marcado com FGF-21 e supressao nos 7 sitios ambar sdo mostrados.

Figura 7a — Valores de EC50 calculados no SigmaPlot para diluicbes seria-
das de variantes de FGF21 PEG-391 30K, PEG-477 30K, PEG-R131 30K, PEG-
Q108 30K, HIS-FGF21 (selvagem marcado com His).

Figura 7b — uma tabela mostrando a média de vezes de perda de atividade
para cada um das variantes FGF21 pegilados listados.

Figura 8 — Uma analise SDS-PAGE de FGF-21 ndo marcado com His ex-
presso em E. coli.

Figura 9 — (A) Analise de SDS-PAGE de fragcbes de eluicdo de FGF-21-
Y83pAF. (B) Cromatograma de eluicdo Q HP de FGF-21-Y83pAF ndo marcado. (C)
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Analise SDS-PAGE de grupo de eluicdo FGF-21-Y832pAFQ HP.

Figura 10 — Dados a partir do Exemplo 28, propriedades farmacocinéticas

dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 11 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 12 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 13 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 14 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 15 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 16 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 17 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 18 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 19 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 20 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 21 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 22 — Dados a partir do
dos compostos FGF-21 em ratos.
Figura 23 — Dados a partir do

dos compostos FGF-21 em ratos.
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Figura 24 — mapa do vetor pVK10-FGF21.

Figura 25 — sequéncia do vetor pVK10-FGF21.

Figura 26a — Perfis de tempo/concentracéo sérica de trés doses de N-6His
WT FGF21 em ratos. Ratos foram dados com uma administracdo de artigo teste
subcutaneamente. N=4 animais por grupo. Simbolos indicam médias de concentra-
¢des seéricas, barras de erros indicam erro padrao.

Figura 26b — Perfis de tempo/concentracéo sérica de trés doses de N-6His
WT FGF21 dosados ou subcutaneamente ou intravenosamente a 0,25 mg/kg. Ratos
foram dados com uma administragdao unica de artigo teste subcutaneamente. N=4
animais por grupo. Simbolos indicam médias de concentragbes séricas, barras de
erros indicam erro padrao. Biodisponibilidade total &€ ~87%.

Figura 27a — Relagdo dose para a concentragdo sérica do artigo teste em
Cmax. Valores Cmax sao relatados como observacédo nao teérica. N=4 animais por
grupo de tratamento. O valor da regresséao linear ¢ 0,59 com uma inclinagdo de
348,5 £ 91,22,

Figura 27b — Relagao dose para concentragao sérica AUC. Valores AUC séao
relatados como observado, calculados para infinito. N=4 animais por grupo de trata-
mento. O valor da regressao linear € 0,75 com uma inclinagdo de 1079+£194 1.

Figura 28a — Perfis de tempo/concentracao sérica de trés doses de PP WT
FGF21 em ratos. Ratos foram dados uma administracdo unica de artigo teste subcu-
taneamente. N=4 animais por grupo. Simbolos indicam meios de medir concentra-
¢des sericas, barras de erro indicam erro padréao.

Figura 28b — Perfis tempo/concentragdo sérica de PP WT FGF21 doseado
ou subcutaneamente ou intravenosamente a 0,25 mg/kg. Ratos foram dados uma
administragao unica de artigo teste subcutaneamente. N-4 animais por grupo. Sim-
bolos indicam médias de medidas de concentragcdes séricas, barras de erro indicam
erro padrao. A biodisponibilidade total &€ ~65%.

Figura 29a — Relagdo dose para a concentragdo sérica do artigo teste em

Cmax. Valores de Cmax sao relatados como observado nao tedrico. N=4 animais
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por grupo de tratamento. O valor da regresséo linear € 0,92 com uma inclinagao de
454,2+42 42.

Figura 29b — Relagdo dose para a meia vida terminal do artigo teste. N=4
animais por grupo de tratamento. O valor de regresséo linear pode nao ser calculado
devido a uma saturacao aparente de depuracéo acima de 0,125 mg/kg.

Figura 29c — Relagao dose para a concentragao sérica AUC. Valores AUC
sao relatados como observado, calculados para infinito. N=4 animais por grupo de
tratamento. O valor de regressao linear € 0,93 com uma inclinagao de 1585 + 137,1.

Figura 30a — Comparacao da meia vida terminal calculada para compostos
PP versus N6-His WT FGF21 doseados a 0,5 mg/kg subcutaneamente em ratos. O
valor de p calculado utilizando um test-t de duas caudas é 0,7715. N=3-4 animais
por grupo.

Figura 30b — Comparacao dos valores de Cmaz para compostos PP versus
N6-His WT FGF21 doseados a 0,5 mg/kg subcutaneamente em ratos. O valor de p
calculado utilizando um test-t de duas caudas € 0,7652. N=3-4 animais por grupo.

Figura 30c — Comparacao de AUCinf para compostos PP versus N6-His WT
FGF21 doseados a 0,5 mg/kg subcutaneamente em ratos. O valor de p calculado
utilizando um test-t de duas caudas é 0,4372.

Figura 31a — Perfis PK de dez isémeros FGF21 marcados com N6-His PEGi-
lados.

Figura 31b — Perfis de absorgao para isbmeros FGF21 PEGilados ap6s 0,25
mg/kg de inje¢cao subcutanea.

Figura 31c — Perfis de eliminagdo para isbmeros FGF21 PEGilados apds
0,25 mg/kg de injecao subcutanea.

Figura 32 — Comparacgao farmacocinética de 20 e 30 kDa de PEGilagao.

Figura 33 — Curvas de tempo/concentragao plasmatica para ratos doseados
intravenosamente ou subcutaneamente com 0,25 mg/kg de 20KPEG-pAF91(N6-
His)FGF21. Uma dose unica foi administrada a cada animal. N=4 animais por grupo.

Simbolos indicam meios de medir concentragdes plasmaticas, barras indicam desvio
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padrao. Biodisponibilidade total € ~30%.

Figura 34 — Dois géis mostrando a secrecdo de FGF21 em E. coli € mos-
trando os lideres utilizados que OmpA, MalE, e Stll trabalharam bem, como demons-
trado pela liberagao periplasmatica da fragao soluvel no segundo gel.

DEFINICOES

[0072]E para ser entendido que esta invengdo ndo é limitada a metodologia
particular, protocolos, linhagens celulares, construgdes, e reagentes descritos aqui e
tal como podem variar. E também para ser entendido que a terminologia utilizada
aqui € para o proposito de descrever modalidades particulares somente, e nao é
tencionado limitar o objetivo da presente invengao, que sera limitado somente pelas
reivindicagbes em apéndice.

[0073]Como aqui utilizado nas reivindicagbes em apéndice, as formas singu-
lares “um”, e “0” incluem referéncia no plural a menos que o contexto claramente
indica de outra forma. Entao, por exemplo, referéncia a um “polipeptideo FGF-21” ou
“‘FGF-21” € uma referéncia a uma ou mais de tais proteinas e incluem equivalentes
dos mesmos conhecidos pelos versados na técnica, e semelhantes.

[0074]A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e cien-
tificos aqui utilizados tém o mesmo significado como comumente entendido a um
versado na técnica a qual esta invencao pertence. Embora qualquer método, dispo-
sitivo, e material similar ou equivalente aos versados na técnica podem ser utilizados
na pratica ou teste da invengao, os métodos preferidos, dispositivos e materiais sao
agora descritos.

[0075]Todas as publicagcbes e patentes mencionadas aqui s&o aqui incorpo-
radas por referéncia para o propdsito de descrever e revelar, por exemplo, as cons-
trugcdes e metodologias que s&o descritas nas publicagdes, que podem ser utilizadas
em conexao com a invengao presentemente descrita. As publicagcdes aqui discutidas
sao providas somente para sua revelagado anterior para os dados apresentados o
presente pedido. As publicagdes discutidas aqui sao providas somente para sua re-

velacédo antes da data apresentada do presente pedido. Nada aqui € para ser cons-
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truido como uma admissédo que os inventores nao sao intitulados para antedata tal
revelagao por virtude da invengao antecedente ou por qualquer outra razao.

[0076]O termo “substancialmente purificado” refere-se a um polipeptideo
FGF-21 que pode ser substancialmente ou essencialmente livre de componentes
que normalmente acompanham ou interagem com a proteina como encontrado em
seu ambiente de ocorréncia natural, isto €, uma célula nativa, ou célula hospedeira
no caso de polipeptideo FGF-21 recombinantemente produzido. Polipeptideo FGF-
21 que pode ser substancialmente livre de material celular inclui preparagdes de pro-
teina tendo menos que cerca de 30%, menos que 25%, menos que cerca de 20%,
menos que cerca de 15%, menos que cerca de 10%, menos que cerca de 5%, me-
nos que cerca de 4%, menos que cerca de 3%, menos que cerca de 2%, ou menos
que cerca de 1 % (por peso seco) de contaminagao da proteina. Quando o polipep-
tideo FGF-21 ou variante do mesmo é recombinantemente produzido pelas células
hospedeiras, a proteina pode estar presente em cerca de 30%, cerca de 25%, cerca
de 20%, cerca de 15%, cerca de 10%, cerca de 5%, cerca de 4%, cerca de 3%, cer-
ca de 2%, ou cerca de 1% ou menos do peso seco das células. Quando o polipepti-
deo FGF-21 ou variante do mesmo é recombinantemente produzido pelas células
hospedeiras, a proteina pode estar presente no meio de cultura em cerca de 5 g/L,
cerca de 4 g/L, cerca de 3 g/L, cerca de 2 g/L, cerca de 1 g/L, cerca de 750 mg/L,
cerca de 500 mg/mL, cerca de 250 mg/L, cerca de 100 mg/L, cerca de 50 mg/L, cer-
ca de 10 mg/L, ou cerca de 1 mg/L ou menos de peso seco das células. Entao, poli-
peptideo FGF-21 “substancialmente purificado” como produzido pelos métodos da
presente invengao podem ter um nivel de pureza de pelo menos cerca de 30%, pelo
menos cerca de 35%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 45%, pelo
menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo
menos cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, especificamente, um nivel de pure-
za de pelo menos cerca de 75%, 80%, 85% e mais especificamente, um nivel de
pureza de pelo menos cerca de 90%, um nivel de pureza de pelo menos cerca de

95%, um nivel de pureza de pelo menos cerca de 99%, ou maior como determinado
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pelos métodos apropriados tal como analise SDS/PAGE, RP-HPLC, SEC, e eletrofo-
rese de capilaridade.

[0077]Uma “célula hospedeira recombinante” ou “células hospedeira” refere-
se a uma célula que inclui um polinucleotideo exdégeno, sem levar em consideragao
o método utilizado para insergdo, por exemplo, captagdo direta, transducao, f-
emparelhamento, ou outros métodos conhecidos na técnica para criar células hos-
pedeiras recombinantes. O polinucleotideo exégeno pode ser mantido como um ve-
tor ndo integrado, por exemplo, um plasmideo, ou alternativamente, pode ser inte-
grado no genoma hospedeiro.

[0078]Como aqui utilizado, o termo “meio” ou “meios” incluem qualquer meio
de cultura, solugao, sélido, semi-sélido, ou suporte rigido que pode suportar ou con-
ter qualquer célula hospedeira, incluindo células hospedeiras, células hospedeiras
de levedura, células hospedeiras de inseto, células hospedeiras de planta, células
hospedeiras eucaridticas, células hospedeiras de mamiferos, células CHO, células
hospedeiras procaridticas, E. coli, ou células hospedeiras Pseudomonas, e conteu-
dos celulares. Entdo, o termo pode compreender meio em que a célula hospedeira
tenha sido crescida, por exemplo, meio em que o polipeptideo FGF-21 tenha sido
secretado, incluindo meio ou antes ou depois do passo de proliferacdo. O termo
também compreende tampdes ou reagentes que contém lisados de célula hospedei-
ra, tal como no caso de onde o polipeptideo FGF-21 é produzido intracelularmente e
as células hospedeiras ou rompidas para liberar o polipeptideo FGF-21.

[0079]°Agente redutor’, como aqui utilizado com respeito para re-
envelopamento de proteina, é definido como qualquer composto ou material que
mantém grupos sulfidrila no estado reduzido e reduz ligagdes dissulfeto intra- ou in-
termoleculares. Agentes redutores adequados incluem, mas n&do sao limitados a,
ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol, ditioeritritol, cisteina, cisteamina (2-
aminoetanotiol), e glutationa reduzida. E faciimente aparente aos versados na técni-
ca que uma ampla variedade de agentes redutores sdao adequados para uso nos

meétodos e composicdes da presente invencgao.
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[0080]“Agente oxidante”, como aqui utilizado respeita o re-envelopamento da
proteina, é definido como qualquer composto ou material que é capaz de remover
um elétron a partir de um composto sendo oxidado. Agentes oxidantes adequados
incluem, mas nao sao limitados a, glutationa oxidada, cistina, cistamina, ditiotreitol
oxidado, eritreitol oxidado, e oxigénio. E faciimente aparente aos versados na técni-
ca que uma grande variedade de agentes oxidantes sao adequados para uso nos
meétodos da presente invengao.

[0081]0O termo “agentes anti-diabético” deve significar qualquer droga que é
util no tratamento, prevengao, ou de outra forma reducéo da severidade de qualquer
disturbio do metabolismo da glicose, ou qualquer complicagdo do mesmo, incluindo
qualquer das condigdes, doenga, ou complicagbes descritas aqui. Agentes anti-
diabéticos incluem insulina, tiazolidinodionas, sulfoniluréias, derivados acido benzoi-
cos, inibidores alfa-glicosidase, ou semelhantes. Outras categorias gerais de agen-
tes anti-diabéticos que podem ser parte de uma composi¢cao sujeita inclui (como
termos definidos sendo nas marcas de cotacdo): “drogas artigos” reconhecidas na
Farmacopéia dos Estados Unidos oficial ou Formulario Nacional oficial (ou qualquer
suplemento do mesmo); “droga nova” e “droga animal nova” aprovada pelo FDA dos
EUA sao aqueles termos utilizados no Titulo 21 do Cdédigo dos Estados Unidos;
qualquer droga que requer aprovacédo de uma entidade governamental, nos EUA ou
fora dos EUA (“droga aprovada”); qualquer droga que seja necessaria para obter
aprovacgao regulatoria de forma a cumprir com 21 U.S.C § 355 (a) (droga regulatéria
aprovada’”); qualquer agente que é ou foi sujeito a uma aplicagado de droga humana
sob 21 U.S.C. § 379 (g) (“droga humana”). (Todas as referéncias para codigo estatu-
tario para esta definicao refere-se a tal codigo como o da data de apresentagao ori-
ginal deste pedido). Outros agentes anti-diabéticos sao aqui revelados, e sdo conhe-
cidos pelos versados na técnica. E preferido que as composicdes anti-diabéticas in-
ventivas, como aqui utilizado, s&o capazes de reduzir niveis de HbA1c por pelo me-
nos uma mudanga de 10% a partir da linha base, e € mais particularmente preferido

que as composigdes anti-diabéticas inventivas, como aqui utilizado, sao capazes de
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reduzir niveis de HbA1c por pelo menos uma mudanga de 50% a partir da linha ba-
se. Agentes anti-diabéticos incluem potenciadores de insulina, tais como incluindo,
mas ndo limitados a, pequenas moléculas potenciadoras, Taurina, Acido Alfa-
Lipdico, um extrato de Mulberry, Crémio, Glutamina, Enicostemma littorale Blume,
Scoparia dulcis, um extrato de Tarragon, Andrographis paniculata, Isomalt, Trealose
ou D-Manose que pode ainda potenciar a secrecéo ou atividade de insulina.
[0082]“Agente desnaturante” ou “desnaturante”, como aqui utilizado, é defi-
nido como qualquer composto ou material que pode causar um desenvelopamento
reversivel de uma proteina. A forca de um agente desnaturante ou desnaturante de-
terminara ambos pelas propriedades e a concentragédo do agente desnaturante ou
desnaturante particular. Agentes desnaturante ou desnaturantes adequados podem
ser caotropicos, detergentes, solventes organicos, solventes misciveis em agua, fos-
folipideos, ou uma combinacao de dois ou mais de tais agentes. Caotropicos ade-
quados incluem, mas nao sao limitados a, uréia, guanidina, e tiocianato de sodio.
Detergentes uteis podem incluir, mas nado sao limitados a, detergentes fortes tais
como sulfato de dodecila de sddio, ou éteres polioxietileno (por exemplo, detergen-
tes Tween ou Triton), Sarkosil, detergentes nao iénicos leves (por exemplo, digitoni-
na), detergentes catibnicos leves tal como N-2,3-(Dioleioxi)-propil-N,N,N-
trimetulamonio, detergentes idnicos leves (por exemplo, colato de sédio ou deoxico-
lato de sédio) ou detergentes anféteros incluindo, mas nao limitados a, sulfobetainas
(Anfotero), sulfato de 3-(3-clolamidopropil)dimetilamdnio-1-propano (CHAPS), e sul-
fonato de 3-(3-clolamidopropil)dimetilamdnio-2-hidréxi-1-propano (CHAPSO). Sol-
ventes organicos, misciveis em agua tais como acetonitrila, alcanoois inferiores (es-
pecialmente alcanol C2-C4 tais como etanol ou isopropanol), ou alcandidis inferiores
(especialmente alcandidis C2-C4 tal como etileno-glicol) podem ser utilizados como
desnaturastes. Fosfolipideos uteis na presente invengao podem ser fosfolipideos de
ocorréncia natural tais como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, e
fosfatidilinositol ou derivados fosfolipideos sintéticos ou variantes de tais diexanoil-

fosfatidilcolina ou dieptanoilfosfatidilcolina.
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[0083]“Re-envelopamento”, como aqui utilizado descreve qualquer processo,
reacao ou método que transforma ligagao dissulfeto contendo polipeptideos a partir
de um estado envelopado impropriamente ou nédo envelopado para uma conforma-
¢ao nativa ou envelopada apropriadamente com respeito as ligagdes dissulfetos.

[0084]“Co-envelopamento”, como aqui utilizado, refere-se especificamente
ao processo de re-envelopamento, reagdes ou método que empregam pelo menos
dois polipeptideos que interagem com cada outro e resultam na transformagao dos
polipeptideos ndo envelopados ou impropriamente envelopados para polipeptideos
nativos, ou propriamente envelopados.

[0085]Como aqui utilizado, “polipeptideo FGF-21”, “fator de crescimento de
fibroblasto 21" ou “FGF-21” e formas n&o hifenizadas dos mesmos devem incluir
aqueles polipeptideos e proteinas que tém pelo menos uma atividade biologica de
um fato de crescimento de fibroblasto 21, bem como analogos FGF-21, isoformas
FGF-21,FGF-21 miméticos, fragmentos FGF-21, proteinas FGF-21 hibridas, protei-
nas de fusao, oligdmeros e multimeros, homologos, variantes de padrao de glicosila-
¢ao, variantes, variantes de splice (de corte), e muteinas dos mesmos, sem levar em
consideragao que a atividade biolégica dos mesmos, a ainda sem levar em conside-
racdo o método de sintese ou fabricagdo do mesmo incluindo, mas nao limitado a,
recombinantes (se produzido a partir de cDNA, DNA gendmico, sintese de DNA ou
outra forma de acido nucléico), in vitro, in vivo, por microinje¢do de moléculas de
acido nucléico, transgénico, e métodos ativados por gene. O termo “polipeptideo
FGF-21" e “FGF-21" compreende polipeptideos FGF-21 compreendendo uma ou
mais substituicdes, adi¢des ou delegbes aminoacidos.

[0086]Substituicbes em uma ampla variedade de posicdes aminoacidos em
FGF-21 de ocorréncia natural tém sido descritas. Substitui¢des incluindo, mas nao
limitadas aquelas que modulam a estabilidade farmacéutica, atividade agonista au-
mentada, resisténcia de protease aumentada, conversao do polipeptideo em um an-
tagonista, etc, e sdo compreendidos pelo termo “polipeptideo FGF-21” ou “FGF-21".

[0087]Para sequéncias de FGF-21 que faltam uma sequéncia lider, ver SEQ
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ID NO:1, SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:5 aqui. Para sequéncias de FGF-21 com uma
sequéncia lider, ver SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:7,
aqui. Em algumas modalidades, polipeptideos FGF-21 da invengao sao substanci-
almente idénticos as SEQ ID NOs: 1-7 ou qualquer outra sequéncia de um polipepti-
deo FGF-21. Polimorfismos multiplos de FGF-21 tém sido identificados. Leucina ou
prolina tém sido descritos na mesma posi¢ao na Publicagdo de Patente dos EUA No.
20010012628 e Patente dos EUA No. 6.716.626. Sequéncias lider ou sinal N-
terminal que diferem por 1 aminoacido (leucina) sdo mostradas na Patente dos EUA
No. 6.716.626 e Publicacdo de Patente dos EUA No. 200402559780. Moléculas de
acido nucléico FGF-21 e polipeptideos FGF-21 incluindo mutantes e métodos para
expressar e purificar polipeptideos FGF-21 sdo bem conhecidos e incluem, mas nao
sao limitados aquelas reveladas na Patente dos EUA No. 6.716.626; Publicagdo da
Patente dos EUA Nos. 2005/0176631, 2005/0037457, 2004/0185494,
2004/0259780, 2002/0164713. E 2001/0012628; WO 01/36640'WO 03/011213; WO
03/059270; WO 04/110472; WO 05/061712; WO 05/072769; WO 05/091944; WO
05/113606; WO 06/028595; WO 06/028714; WO 06/051247; WO 06/065582; WO
06/078463, que sao incorporados por referéncia em sua totalidade aqui.

[0088]O termo “polipeptideo FGF-21" também inclui os sais farmaceutica-
mente aceitaveis e pro-drogas, e pré-drogas dos sais, polimorfos, hidratos, solvatos,
fragmentos biologicamente ativos, variantes biologicamente ativos e estereocisdbme-
ros do FGF-21 de ocorréncia natural bem como variantes agonista, miméticos e an-
tagonistas do FGF-21 de ocorréncia natural e fusdes de polipeptideos dos mesmos.
Fusdes compreendendo aminoacidos adicionais no amino terminal, carboxi-terminal,
ou ambos, sdo compreendidos pelo termo “polipeptideos FGF-21". Fusbes exempla-
res incluem, mas nao sao limitados a, por exemplo, metionila FGF-21 em que uma
metionina esta ligada ao N-terminal do FGF-21 resultante a partir da expresséao re-
combinante da forma madura do FGF-21 faltando o peptideo lider ou sinal ou porgéao
do mesmo (uma metionina é ligada ao N-terminal do FGF-21 resultante a partir da

expressao recombinante), fusdes para o propésito de purificagédo (incluindo, mas nao
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limitados a, poli-histidina ou epitopos de afinidade), fusbes com albumina sérica li-
gando peptideos e fusdes com proteinas séricas tal como albumina sérica. Patente
dos EUA No. 5.750.373 que € aqui incorporado por referéncia, descreve um método
para selecionar proteinas novas tal como horménio de crescimento e variantes de
fragmento de anticorpo tendo propriedades de ligacao alteradas para suas respecti-
vas moléculas receptoras. O método compreende fusdo de um gene codificando
uma proteina de interesse para o dominio carboxi-terminal do gene |ll da proteina de
revestimento do fago filamentoso M13. Moléculas quiméricas compreendendo FGF-
21 e uma ou mais outra moléculas, incluindo, mas nao limitados a, fator de cresci-
mento de queratinécito (FCQ) pode ser gerado (Reich-Slotky, R. et al, J. Biol. Chem.
270:29813-29818 (1995)). A molécula quimérica pode conter regides especificas ou
fragmentos de uma ou ambas as moléculas FGF-21 e FCQ. Qualquer de tais frag-
mentos pode ser preparado a partir de proteinas por métodos bioquimicos padrdes,
ou expressao de um polinucleotideo codificando o fragmento. FGF-21, ou um frag-
mento do mesmo, pode ser produzido como uma proteina de fusdo compreendendo
albumina sérica humana (ASH) ou uma porgcdo da mesma. Tal construgao de fuséo
€ adequada para aumentar a expressao do FGF-21, ou fragmento do mesmo, em
uma célula eucariotica. Porgcoes ASH exemplares incluem o polipeptideo N-terminal
(aminoacidos 1-369, 1-419, e comprimentos intermediarios comegando com aminoa-
cido 1), como revelado na Pat. EUA No. 5.766.883, e Publicagdo PCT WO 97/24445,
que é incorporado por referéncia aqui. Outros polipeptideos quiméricos podem incluir
uma proteina ASH com FGF-21, ou fragmentos dos mesmos, ligados a cada uma
das terminagdes C-terminal e N-terminal da ASH. Tal ASH constréi sdo reveladas na
Patente dos EUA No. 5.876.969, que é incorporado aqui por referéncia. Expressao
em célula mamifera do FGF-21 é descrita em WO 2005/091944 que € aqui incorpo-
rado por referéncia.

[0089]Varias referéncias revelam modificacdo de polipeptideos por conjuga-
¢ao de polimero ou glicosilagdo. O termo “polipeptideo FGF-21" inclui polipeptideos

conjugados a um polimero tal com PEG e pode ser compreendido de uma ou mais

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 57/412



40/345

derivatizagbes adicionais de cisteina, lisina, ou outros residuos. Em adigao, o poli-
peptideo FGF-21 pode compreender um ligante ou polimero, em que o aminoacido
ao qual o ligante ou polimero é conjugado pode ser um aminoacido n&o natural de
acordo com a presente invencgao, ou pode ser conjugada a um aminoacido natural-
mente codificado utilizando técnicas conhecidas na técnica tal como acoplamento a
lisina ou cisteina.

[0090]Conjugacao de polimero de FGF-21 e outros polimeros tém sido re-
portados. Ver, por exemplo, WO 2005/091944 que € aqui incorporada por referéncia.
Pat. dos EUA No. 4.904.584 revela polipeptideos com lisina PEGilada depletada, em
que pelo menos residuo lisina tem sido deletado ou substituido com qualquer outro
residuo aminoacido. WO 99/67291 revela um processo para conjugar uma proteina
com PEG, em que pelo menos um residuo aminoacido na proteina é deletado e a
proteina esta em contato com PEG sob condigbes suficientes para alcangar a conju-
gacgao a superfamilia de horménio de crescimento, em que um residuo cisteina tem
sido substituido com um residuo aminoacido nao essencial localizado em uma regi-
ao especificada do polipeptideo. WO 00/26354 revela um método de produgao de
um variante polipeptideo glicosilado com alergenicidade reduzida, que € comparada
a um polipeptideo parente correspondente compreendendo pelo menos um sitio de
glicosilagao adicional. Pat. dos EUA No. 5.218.092, que é aqui incorporado por refe-
réncia, revela modificagdo de fator estimulante de col6nia de granulécito (G-CSF) e
outros polipeptideos de forga a introduzir pelo menos uma cadeia de carboidrato
adicional como comparado ao polipeptideo nativo.

[0091]0O termo “polipeptideo FGF-21”" também inclui FGF-21 glicosilado, tal
como, mas nao limitado a polipeptideos glicosilados em qualquer posi¢gado aminoaci-
do, formas glicosiladas N-ligadas ou O-ligadas do polipeptideos. Variantes contendo
mudangas unicas de nucleotideos sdo também consideradas como variantes biolo-
gicamente ativas do polipeptideo FGF-21. Em adicao, variantes splice (de corte) séo
também incluidos. O termo “polipeptideo FGF-21”" também inclui polipeptideo FGF-

21, heterodimeros, homodimeros, heteromultimeros, ou homomultimeros de qual-
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quer um ou mais dos polipeptideos FGF-21 ou qualquer outro polipeptideo, proteina,
carboidrato, polimero, pequena molécula, ligante, ligante, ou outra molécula biologi-
camente ativa de qualquer tipo, ligados por meios quimicos ou expressos como uma
proteina de fusdo, bem como analogos polipeptideos contendo, por exemplo, dele-
¢oes especificas ou outras modificagdes ainda mantendo a atividade bioldgica.

[0092]Todas as referéncias das posigcdes aminoacidos em FGF-21 descritas
aqui sao baseadas na posi¢cao an SEQ ID NO:1, a menos que de outra forma especi-
ficada (isto €, quando é colocado que a comparacgao é baseada na SEQ ID NO:2, 3,
4,5, 6, 7 ou outra sequéncia FGF-21). Por exemplo, o aminoacido na posi¢cao 77 da
SEQ ID NO:1, é uma arginina e a arginina correspondente é localizada na SEQ ID
NO:2 na posicao 87. Aqueles versados na técnica apreciardo que posicdoes aminoa-
cidos correspondendo as posigdes na SEQ ID NO:1 podem ser facilmente identifica-
das em qualquer outra molécula FGF-21 tal como SEQ ID NO:2, 3, 4, 5, 6, e 7.
Aqueles versados na técnica apreciardo que posicdes aminoacidos correspondendo
a posig¢des na SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou qualquer outra sequéncia FGF-21
pode ser faciimente identificado em qualquer outra molécula FGF-21 tal como fusdes
FGF-21, variantes, fragmentos etc. Por exemplo, programas de alinhamento de se-
quéncia tal como BLAST pode ser utilizado para alinhar e identificar uma posicao
particular em uma proteina que corresponde com uma posi¢ao na SEQ ID NO: 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 ou outra sequéncia FGF-21. Substitui¢cdes, dele¢cdes ou adigcdes de ami-
noacidos descritos aqui em referéncia a SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou outra se-
quéncia FGF-21 sao tencionadas também se referem a substituicdes, delegcbes ou
adicbes nas posi¢cdes correspondentes nas fusbes FGF-21, variantes, fragmentos
etc, aqui descritos ou conhecidos na técnica e sao expressamente compreendidos
pela presente invengéo.

[0093]O termo “polipeptideo FGF-21" ou “FGF-21" compreende polipepti-
deos FGF-21 compreendendo uma ou mais substituicoes, adicbes ou dele¢cdes ami-
noacidos. Polipeptideos FGF-21 da presente invencao podem ser compreendidos de

modificagdes com um ou mais aminoacidos naturais em conjungdo com uma ou
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mais modificagcdes de aminoacidos nao naturais. Substituicbes exemplares em uma
ampla variedade de posi¢cdes aminoacidos em polipeptideos FGF-21 de ocorréncia
natural tém sido descritas, incluindo uma ou mais das atividades bioldgicas do poli-
peptideo FGF-21, tal como, mas nao limitado ao aumento da atividade agonista,
aumento da solubilidade do polipeptideo, diminuicdo da susceptibilidade da pro-
tease, conversao do polipeptideo em um antagonista, etc, e sdo compreendidos pelo
termo “polipeptideo FGF-21". Em algumas modalidades, o antagonista FGF-21 com-
preende um aminoacido nao naturalmente codificado ligado a um polimero soluvel
em agua que esta presente em uma regiao ligadora do receptor da molécula FGF-
21.

[0094]Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21 ainda compreen-
dem uma adigao, substituicdo ou delecdo que modula a atividade biolégica do poli-
peptideo FGF-21. Por exemplo, as adi¢des, substituicdes ou delegdes podem modu-
lar uma ou mais propriedades ou atividades do FGF-21. Por exemplo, as adigodes,
substituicdes ou delegcdes podem modular a afinidade para o receptor do polipepti-
deo FGF-21, modular a meia vida circulante, modular a meia vida terapéutica, modu-
lar a estabilidade do polipeptideo, modular a clivagem por proteases, modular a do-
se, modular a liberagao ou bio-disponibilidade, facilitar a purificacdo, ou melhorar ou
alterar uma via particular de administracdo. Similarmente, polipeptideos FGF-21 po-
dem compreender sequéncias de clivagem de protease, grupos reativos, dominios
de ligacado de anticorpo (incluindo, mas nao limitado a, FLAG ou poli-His), grupos
reativos, dominios de ligacdo de anticorpo (incluindo, mas nao limitado a FLAG ou
poli-His) ou outras sequéncias baseadas em afinidade (incluindo, mas nao limitado
a, FLAG, poli-His, GST etc) ou moléculas ligadas (incluindo, mas nao limitadas a
biotina) que melhoram a detecgao (incluindo, mas nao limitado a GFP), purificagcao
ou outros tragos do polipeptideo.

[0095]0 termo “polipeptideo FGF-21" também compreende homodimeros,
heterodimeros, homomultimeros, e heteromultimeros que s&o ligados, incluindo,

mas nao limitados aqueles ligados diretamente através de cadeias laterais aminoa-
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cidos ndo naturalmente codificados, ou as mesmas ou diferentes cadeias laterais de
aminoacidos nao naturalmente codificados, para cadeias laterais de aminoacidos
naturalmente codificados, ou indiretamente através de um ligante. Ligantes exempla-
res incluindo, mas nao limitados a, pequenos compostos organicos, polimeros solu-
veis em agua de uma variedade de comprimentos tais como poli(etileno glicol) ou
polidextran, ou polipeptideos de varios comprimentos.

[0096]Um “aminoacido ndo naturalmente codificado” refere-se a um aminoa-
cido que nao é um dos 20 aminoacidos comuns ou pirrolisina ou selenocisteina. Ou-
tros termos que podem ser utilizados sinonimamente com o termo “aminoacido nao
naturalmente codificado” sdo “aminoacidos ndo naturais”, “aminoacido nido natural’,
“aminoacido de ocorréncia nao natural”’, e variagdes de versdes hifenadas e nao hi-
fenadas dos mesmos. O termo “aminoacido ndo naturalmente codificado” também
inclui, mas nao é limitado a aminoacidos que ocorrem por modificagao (por exemplo,
modificagdes pos-traducionais) de um aminoacido naturalmente codificado (incluin-
do, mas nao limitado aos 20 aminoacidos comuns ou pirrolisina e selenocisteina),
mas nao sao por eles mesmos naturalmente incorporados em uma cadeia de poli-
peptideo crescente pelo complexo de traducdo. Exemplos de tais aminoacidos ocor-
réncia nao natural incluem, mas nao sao limitados a, N-acetilglicosaminil-L-serina, N-
acetilglicosaminil-L-treonina, e O-fosfotirosina.

[0097]Um “grupo de modificagdo amino terminal” refere-se a qualquer molé-
cula que pode ser ligada ao amino-terminal de um polipeptideo. Similarmente, um
“grupo de modificagao carboxi-terminal” refere-se a qualquer molécula que pode ser
ligada ao carboxi-terminal de um polipeptideo. Grupos de modificagdo terminal inclu-
em, mas néo sao limitados a varios polimeros soluveis em agua, peptideos ou prote-
inas tais como albumina sérica, ou outras fragdes que aumentam a meia vida sérica
dos peptideos.

[0098]0s termos “grupo funcional”, “fragcao ativa”, “grupo de ativagao”, “grupo

de saida”, “sitio reativo”, “grupo quimicamente reativo” e “fragdo quimicamente reati-

va” sao utilizados na técnica e aqui para referir a porgdes distintas, definidas ou uni-
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dades de uma molécula. Os termos sao de alguma forma sin6nima nas técnicas
quimicas e s&o aqui utilizadas para indicar as porgdes das moléculas que desempe-
nham alguma funcgao ou atividade e sao reativos com outras moléculas.

[0099]0 termo “ligagao” ou “ligante” é aqui utilizado para referir a grupos ou
ligacdes que normalmente sao formadas como o resultado de uma reagao quimica e
tipicamente sao ligacbes covalentes. Ligacdes hidroliticamente estaveis significam
que as ligagbes sao substancialmente estaveis em agua e ndo reagem em valores
uteis de pH, incluindo, mas néo limitados a, sob condig¢des fisioldgicas por um perio-
do de tempo estendido, talvez mesmo indefinidamente. Ligagdes hidroliticamente
instaveis ou degradaveis significam que as ligacdes sdo degradaveis em agua ou
em solugdes aquosas, incluindo, por exemplo, sangue. Ligacbes enzimaticamente
instaveis ou degradaveis significam que a ligagao pode ser degradada por uma ou
mais enzimas. Como entendido na técnica, PEG e polimeros relacionados podem
incluir ligagcdes degradaveis na estrutura do polimero ou no grupo ligante entre a es-
trutura do polimero e um ou mais grupos terminais funcionais da molécula do poli-
mero. Por exemplo, ligagdes éster formadas pela reagao de acidos carboxilicos PEG
ou acidos carboxilicos PEG com grupos alcool em um agente biologicamente ativo
geralmente hidrolizado sob condicdes fisiologicas para liberagdo do agente. Outras
ligacdes hidroliticamente degradaveis incluem, mas nao s&o limitadas a ligacdes
carbonato; ligagdes imina resultadas a partir da reagao de uma amina e um aldeido;
ligacoes éster fosfato formadas por reagao de alcool com um grupo fosfato; ligacoes
hidrazona que sao produto de reagao de uma hidrazida e um aldeido; ligacbes ace-
tal que sé&o o produto de reacdo de um aldeido e um alcool; ligagdes ortoéster que
sdo o produto de reagao de um formato e um alcool; ligagcdes peptidicas formadas
por um grupo amina, incluindo, mas nao limitadas a uma terminagdo de um polimero
tal como PEG, e um grupo carboxila de um peptideo; e ligagcdes oligonucleotidicas
formadas por um grupo fosforamidita, incluindo, mas nao limitados a uma terminacgao
de um polimero, e um grupo 5’-hidroxila de um oligonucleotideo.

[00100]O termo “molécula biologicamente ativa”, “fracao biologicamente ati-
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va” ou “agente biologicamente ativo” quando aqui utilizado significa qualquer subs-
tadncia que pode afetar qualquer propriedade fisica ou bioquimica de um sistema bio-
l6gico, via, molécula, ou interagéo relacionada a um organismo, incluindo, mas nao
limitada a, virus, bactéria, bacteriéfago, transposon, prion, insetos, fungos, plantas,
animais, e humanos. Em particular, como aqui utilizado, moléculas biologicamente
ativas incluem, mas nao sao limitados a, qualquer substancia tencionada para diag-
nostico, cura, alivio, tratamento, ou prevengcdo de doenga em humanos ou outros
animais, ou de outra forma aumento do bem estar fisico ou mental de humanos ou
animais. Exemplos biologicamente ativos de moléculas ativas incluem, mas n&o sao
limitados a peptideos, proteinas, enzimas, pequenas moléculas de drogas, vacinas,
imundgenos, drogas duras, drogas leves, carboidratos, atomos inorganicos, coran-
tes, lipideos, nucleosideos, radioisétopos, oligonucleotideos, toxdides, toxinas, célu-
las procariéticas e eucaridticas, virus, polissacarideos, acidos nucléicos e porgdes
dos mesmos obtidos ou derivados de virus, bactérias, insetos, animais ou qualquer
outra célula ou tipo celular, lipossoma, microparticulas e micelas. Classes de agen-
tes biologicamente ativos que sdo adequados para uso com a invengao incluem,
mas nao sao limitadas a drogas, pro-drogas, radioisétopos, agentes de imagem, po-
limeros, antibidticos, fungicidas, agentes anti-virais, agentes antiinflamatoérios, agen-
tes anti-tumor, agentes cardiovasculares, agentes anti-ansiedade, hormoénios, fatores
de crescimento, agentes esteroidais, toxinas microbialmente derivadas, e semelhan-
tes.

[00101]Um “polimero bifuncional” refere-se a um polimero compreendendo
dois grupos funcionais discretos que sao capazes de reagir especificamente com
outras fragdes (incluindo, mas nao limitados a grupos laterais aminoacidos) para
formar ligagdes covalentes ou nao covalentes. Um ligante bifuncional tendo um gru-
po funcional reativo com um grupo de um componente particular biologicamente ati-
vo, e outro grupo reativo com um grupo em um segundo componente bioldgico, pode
ser utilizado para formar um conjugado que inclui o primeiro componente biologica-

mente ativo, o ligante bifuncional e o segundo componente biologicamente ativo.
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Muitos procedimentos e moléculas ligantes para ligacdo de varios compostos para
peptideos sdo conhecidos. Ver, por exemplo, Publicagcdo de Patente Européia No.
188.256; Patente dos EUA Nos. 4.671.958, 4.659.839, 4.414.148, 4.699.784;
4.680.338 e 4.569.789 que sao aqui incorporadas por referéncia. Um “polimero mul-
ti-funcional” refere-se a um polimero compreendendo dois ou mais grupos funcionais
discretos que sao capazes de reagir especificamente com outras fragdes (incluindo,
mas nao limitada a grupos laterais de aminoacidos) para formar ligagdes covalentes
ou nao covalentes. Um polimero bi-funcional ou polimero multi-funcional pode ter
qualquer comprimento desejado ou peso molecular, e pode ser selecionado para
prover um espaco ou conformacao particular desejada entre uma ou mais moléculas
ligadas ao FGF-21 e seu receptor ou FGF-21.

[00102]Onde grupos substituintes sdo especificados pelas formulas quimicas
convencionais, escritas a partir da esquerda para direita, eles igualmente compreen-
dem os substituintes quimicamente idénticos que podem resultar a partir de escrever
a estrutura da direita para a esquerda, por exemplo, a estrutura —CH20- é equivalen-
te a estrutura —OCH2-.

[00103]Os termos “substituintes” inclue, mas nao é limitado a “substituintes
nao interferentes”. “Substituintes nao interferentes” sdo aqueles grupos que produ-
zem compostos estaveis. Substituintes néo interferentes adequados ou radicais in-
cluem, mas nao sao limitados a halo, alquilaC1-C10, alquenilaC2-C1o, alquinilaC2-Cho,
alcoxiC1-Cro, aralquilaC1-C12, alcarilaC1-C12, cicloalquilaCs-C12, cicloaquenilaCs-Ciz,
fenila, fenila substituida, toluoila, xilenila, bifenila, alcoxialquilaC2-C12, alcoxiarilaCo-
C12, ariloxialquilaC7-C12, oxiarilaC7-C12, alquilsulfinilaC1-Ce, alquilsulfonilaC1-C1o, --
(CH2)m —O—(alquilaC1-C10) em que m é de 1 a 8, arila, arila substituida, alcéxi subs-
tituido, fluoralquila, radical heterociclico, radical heterociclico substituido, nitroalquila,
--NO2, --CN, --NRC(O)—(alquilaC1-C10), --C(O)—(alquilaC1-C10), alquilaC2-C1o tioal-
quila, --C(O)O-(alquilaC1-C10), --OH, --SO2, =S, --COOH, --NRz, carbonila, --C(O)—
(alquilaC1-C10)-CF3, --C(O)-CF3, --C(O)NRz, --(arilaC1-C10)-S—(arilaCs-C10), --C(O)—
(arilaC1-C10), --(CH2)m —O—(--(CH2)m—O—(alquilaC+-C10) em que cada m é de 1 a 8,
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--C(O)NR2, --C(S)NRz, --C(S)NRz, --SO2NRz, --NRC(O)NRz, --NRC(S)NR2, sais dos
mesmos, e semelhantes. Cada R como aqui utilizado € H, alquila ou alquila substitu-
ida, arila, o arila substituida, aralquila ou alcarila.

O termo “halogénio” inclui fluor, cloro, iodo e bromo.

[00104]0 termo “alquila”, por ele mesmo ou como parte de outro substituinte,
significa, a menos que de outra forma atestado, uma cadeia simples ou ramificada,
ou radical hidrocarboneto ciclico, ou combinagao dos mesmos, que podem ser com-
pletamente saturados, mono- ou poliinsaturados e podem incluir radicais di- e multi-
valentes, tendo o numero de atomos de carbono desenhados (isto €, C1-C10 signifi-
ca um a dez carbonos). Exemplos de radicais hidrocarbonetos saturados incluem,
mas nao sao limitados a, grupo tais como metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila,
isobutila, sec-butila, cicloexila, (cicloexila)metila, ciclopropilmetila, homélogos e is6-
meros de, por exemplo, n-pentila, n-hexila, n-heptila, n-octila, e semelhantes. Um
grupo alquila insaturado € um tendo uma ou mais ligagdes duplas ou ligagdes triplas.
Exemplos de grupos alquilas insaturados inclue, mas nao sao limitados a vinil, 2-
propenila, crotil, 2-isopentenila, 2-(butadienila), 2,4-pentadienila, 3-(1,4-pentadienila),
etinil, 1- e 3-propinila, 3-butinila, e homadlogos e isbmeros mais altos. O termo “alqui-
la”, a menos que de outra forma notado, é também significado incluir aqueles deriva-
dos de alquila definida em mais detalhes abaixo, tal como “heteroalquila”. Grupos
alquila que sao limitados a grupos hidrocarbonos s&o nomeados “homoalquila”.

[00105]O termo “alquileno” por ele mesmo ou como parte de outros meios
substituintes significam um radical divalente derivado a partir de um alcano, como
exemplificado, mas néo limitado, pelas estruturas —-CH2CH2- € —-CH2CH2CH2CHz2-, e
ainda inclui aqueles grupos descritos abaixo como “heteroalquileno”. Tipicamente,
um grupo alquila (ou alquileno) tera de 1 a 24 atomos de carbono, com aqueles gru-
pos tendo 10 ou menos atomos de carbono sendo uma modalidade particular dos
métodos e composi¢des aqui descritas. Uma “alquila inferior” ou “alquileno inferior” é
uma cadeia alquila mais curta ou grupo alquileno, geralmente tendo oito ou menos

atomos de carbono.
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[00106]0s termos “alcédxi”, “alquilamino” e “alquitio” (ou tioalcdxi) sao utiliza-
dos no senso convencional, e referem-se aqueles grupos alquila ligados ao residuo
da molécula através de um atomo de oxigénio, um grupo amino, ou um atomo de
enxofre, respectivamente.

[00107]0 termo “heteroalquila”, por ele mesmo ou em combinagdo com outro
termo, significa, a menos que de outra forma atestado, uma cadeia simples ou rami-
ficada estavel, ou radical hidrocarboneto ciclico, ou combinagcbes dos mesmos, con-
sistindo do numero de atomos de carbono e pelo menos um heteroatomo seleciona-
do a partir do grupo consistindo de O, N, Si e S, e em que o nitrogénio e atomos de
enxofre podem opcionalmente ser oxidados e o heteroatomos nitrogénio pode opci-
onalmente ser quaternizado. O(s) heteroatomo(s) O, N e S e Si podem ser coloca-
dos em qualquer posicao interior do grupo heteroalquila ou na posicdo em que o
grupo alquila é ligado ao residuo da molécula. Exemplos incluem, mas n&o sao limi-
tados a, -CH2-CH2-O-CH3, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CHz3)-CHs, -CH2-S-
CH2-CHs, -CH2-CH2-S(0O)-CHs, -CH2-CH2-S(0)2-CHs, -CH=CH-O-CHs, -Si(CHs)s, -
CH2-CH=N-OCHs, e —-CH=CH-N(CHs)-CHs. Até dois heteroatomos podem ser con-
secutivos, tal como, por exemplo, -CH2-NH-OCH3s e —CH2-O-Si(CHs3)s.

[00108]Similarmente, o termo “heteroalquileno” pode ele mesmo ou como
parte de outro substituinte significa um radical divalente derivado a partir de hetero-
alquila, como exemplificado, mas nao limitado por, -CH2-CH2-S-CH2-CH2- e —CH2-S-
CH2-CH2-NH-CH2-. Para grupos heteroalquileno, os mesmos ou diferentes heteroa-
tomos podem também ocupar uma ou ambas as cadeias de terminacgao (incluindo,
mas nao limitados, alquilenoxi, alquilenodiéxi, alquilenoamino, alquilenodiamino,
aminooxialquileno e semelhantes). Ainda adicional, para grupos ligantes alquileno e
heteroalquileno, nenhuma orientagédo do grupo ligante é implicado pela direcdo em
que a formula do grupo ligante é escrita. Por exemplo, a férmula —C(O)2R’- represen-
ta ambas —C(O)2R’- e R'C(O)2-.

[00109]0Os termos “cicloalquila” e “heterocicloalquila” por eles mesmos ou em

combinagao com outros termos, representam, a mesmo que de outra forma atesta-
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do, versdes ciclicas de “alquila” e “heteroalquila”, respectivamente. Entdo, uma ci-
cloalquila ou heterocicloalquila incluem ligagcdes de anéia saturados, parcialmente
insaturados e completamente insaturados. Adicionalmente, para heteroacicloalquila,
um heteroatomo pode ocupar a posi¢ao em que o heterociclo € ligado ao residuo da
molécula. Exemplos de cicloalquila incluem, mas nao sao limitados a, ciclopentila,
cicloexila, 1-cicloexenila, 3-cicloexenila, cicloeptila e semelhantes. Exemplos de he-
terocicloalquila incluem, mas nao sao limitados a, 1,(1,2,5,6-tetraidropiridil), 1-
piperidinila, 2-piperidinila, 3-piperidinila, 4-morfolinila, 3-morfolinila, tetraidrofuran-2-il,
tetraidrofuran-3-il, tetraidrotien-2-il, tetraidrotien-3-il, 1-piperazinil, 2-piperazinila, e
semelhantes. Adicionalmente, o termo compreende estruturas de anéis biciclicos e
triciclicos. Similarmente, o termo “heterocicloalquileno” por ele mesmo ou como parte
de outro substituinte significa um radical divalente derivado a partir de heterocicloal-
quila, e o termo “cicloalquileno” por ele mesmo ou como parte de outro substituinte
significa um radical divalente derivado a partir de cicloalquila.

[00110]Como aqui utilizado, o termo “polimero soluvel em agua” refere-se a
qualquer polimero que é soluvel em solventes aquosos. Ligagdes de polimero solu-
veis em agua para polipeptideos FGF-21 podem resultar em mudancgas incluindo,
mas nao limitados a, meia vida séria aumentada ou modulada, ou meia vida terapéu-
tica aumentada ou modulada relativa a uma forma ndo modificada, imunogenicidade
modulada, caracteristicas de associacao fisica moduladas tais como agregacgao e
formacgao de multimeros, ligagao do receptor alterada, ligagao alterada a um ou mais
parceiros de ligacao, e dimerizagdo ou multimerizagao do receptor alterada. O poli-
mero soluvel em agua ou pode nao ter sua prépria atividade bioldgica, e pode ser
utilizado como um ligante para ligar o FGF-21 a outras substancias, incluindo, mas
nao limitados a um ou mais polipeptideos FGF-21, ou uma ou mais moléculas biolo-
gicamente ativas. Polimeros adequados incluem, mas nao sao limitados a polietileno
glicol, polietileno glicol propionaldeido, monoalcéxoC1-C10 ou derivados ariloxi dos
mesmos (descrito na Patente dos EUA No. 5.252.714 que é aqui incorporado por

referéncia), monometoéxi-polietileno glicol, polivinil pirrolidona, polivinil alcool, acidos
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poliaminos, anidreto diviniléter maléico, N-(2-hidroxipropil)-metacrilamida, dextrano,
derivados dextrano incluindo dextran sulfato, polipropileno glicol, copolimero éxido
polipropileno/éxido etileno, poliol polioxietilado, heparina, fragmentos de heparina,
polissacarideos, oligossacarideos, glicanos, celulose e derivados de celulose, inclu-
indo mas nao limitados a metilcelulose e carboximetil celulose, amido ou derivados
de amido, polipeptideos, polialquileno glicol e derivados dos mesmos, copolimeros
de polialquileno glicois e derivados dos mesmos, polivinil etil éteres, e alfa-beta-
poli[(2-hidroxietil)-DL-aspartamida, e semelhantes, ou misturas dos mesmos. Exem-
plos de tais polimeros soluveis em agua incluem, mas n&o sao limitados a polietilano
glicol e albumina sérica.

[00111]Como aqui utilizado, o termo “polialquileno glicol” ou “poli(alqueno
glicol)” referem-se a polietileno glicol (poli(etileno glicol)), polipropileno glicol, polibuti-
leno glicol, e derivados dos mesmos. O termo “polialquileno glicol” compreende am-
bos, polimeros lineares e ramificados e pesos moleculares médios de entre 0,1 kDa
e 100 kDa. Outras modalidades exemplares sao listadas, por exemplo, em catalogos
de suprimentos comerciais, tais como catalogo da Shearwater Corporation “Polietile-
no glicol e Derivados para Aplicagdes Biomédicas” (2001).

[00112]O termo “arila” significa, a menos que de outra forma atestado, um
substituinte poliinsaturado, aromatico, hidrocarboneto, que pode ser um anel unico
ou anéis multiplos (incluindo, mas nao limitado a partir de 1 a 3 anéis) que sao fundi-
dos juntos ou ligados covalentemente. O termo “heteroarila” refere-se a grupos arila
(ou anéis) que contém a partir de um a quatro heteroatomos selecionados a partir de
N, O, e S, em que os atomos de nitrogénio e enxofre sdo opcionalmente oxidados, e
o(s) atomo(s) de nitrogénio(s) é(séo) opcionalmente quaternizados. Um grupo hete-
roarila pode ser ligado ao residuo da molécula através de um heteroatomo. Exem-
plos nao limitantes de arila e grupos heteroarilas incluem fenila, 1-naftila, 2-naftila, 4-
bifenila, 1-pirrolil, 2-pirrolil, 3-pirrolil, 3-pirazolil, 2-imidazolil, 4-imidazolil, pirazinila, 2-
oxazolil, 4-oxazolil, 2-fenil-4-oxazolil, 5-oxazolil, 3-isoxazolil, 4-isoxazolil, 5-isoxazolil,

2-tiazolil, 4-tiazolil, 5-tiazolil, 2-furila, 3-furila, 2-tienila, 3-tienil, 3-piridila, 3-piridila, 4-
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piridila, 2-pirimidila, 4-pirimidila, 5-benzotiazolil, purinila, 2-benzimidazolil, 5-indolil, 1-
isoquinolil, 5-isoquinolil, 2-quinoxalinila, 5-quinozalinila, 3-quinolila, e 6-quinolila.
Substituintes para cada um dos sistemas de anel arila e heteroarila sdo selecionados
a partir do grupo de substituintes aceitaveis descritos abaixo.

[00113]Para brevidade, o termo “arila” quando utilizado em combinagdo com
outros termos (incluindo, mas nao limitados a ariloxi, ariltioxi, arilalquila) inclui am-
bos, anéis arila e heteroarila como definido acima. Entdo, o termo “arilalquila” signifi-
ca incluir aqueles radicais em que um grupo arila é ligado a um grupo alquila (inclu-
indo mas nao limitado a, benzila, fenetila, piridiimetila e semelhantes) incluindo grupo
aqueles grupo alquila em que um atomos de carbono (incluindo, mas nao limitado a
um grupo metileno) tem sido substituido por, por exemplo, um atomo de oxigénio
(incluindo mas néo limitado a fenoximetila, 2-piridiloximetila, 3-(1-naftiléxi)propil, e
semelhantes).

[00114]Cada um dos termos acima (incluindo, mas nao limitado a “alquila”,
“heteroalquila”, “arila” e “heteroarila”) significam incluir ambas, formas substituidas e
nao substituidas do radical indicado. Substituintes exemplares para cada tipo de ra-
dical sdo providos abaixo.

[00115]Substituintes para radicais alquila e heteroalquila (incluindo aqueles
grupos sempre referidos como alquileno, alquenila, heteroalquileno, heteroalquenila,
alquinila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquenila, e heterocicloalquenila) po-
dem ser um ou mais de uma variedade de grupos selecionados a partir de, mas nao
limitados a: -OR’, =0. =NR’, =N-OR’, -NR'R”, -SR’, -halogénio, -SiR'R"R”’, -
OC(O)R, -C(O)R, -CO2R’, -CONRR”, -OC(O)NRR”, -NR”"C(O)R’, -NR'-
C(O)NR"R”, -NR”C(0)2R’, -NR-C(NR'R"R”)=NR””, -NR-C(NR'R”)=NR"’, -S(O)R’, -
S(0)2R’, -S(0)2NR’R”, -NRSO2R’, -CN € —-NO2 em um numero variando de zero a
(2m’+1), onde m’ € o numero total de atomos de carbono em tal um radical. R’, R”,
R’’cada independentemente refere-se a hidrogénio, heteroalquila substituida ou nao
substituida, arila substituida ou ndo substituida, incluindo mas nao limitado a arila

substituida com 1-3 halogénio, alquila substituida ou ndo substituida, grupo alcéxi ou
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tialcoxi, ou grupo arilaquila. Quando um composto da invengao inclui mais que um
grupo R, por exemplo, cada um dos grupos R € independentemente selecionado
como sao cada R’, R”, R” e R”” quando mais que um dos grupos esta presente.
Quando R’ e R” séo ligados ao mesmo atomos de nitrogénio, eles podem ser com-
binados com os atomos de nitrogénio para formar um anel de 5-, 6- ou 7-membros.
Por exemplo, -NR’R” significa incluir, mas n&o limitado a, 1-pirrilidinil € 4-morfolinil. A
partir da discussdo acima de substituintes, um versado na técnica entendera que o
termo “alquila” significa incluir grupo incluindo atomos de carbono ligados a grupos
outros que grupos de hidrogénio, tais como haloalquila (incluindo mas nao limitados
a —CFs e —CH2CF3) e acila (incluindo mas nao limitado a —C(O)CHs, -C(O)CF3, -
C(O)CH20CHs, e semelhantes).

[00116]Similar aos substituintes descritos para o radical alquila, substituintes
para grupo arila e heteroarila sdo variados e sao selecionados a partir de, mas nao
sao limitados a: halogénio, -OR’, =0, +NR’, =N-OR’, -SR’, -halogénio, -SiIR'R"R"”’, -
OC(O)R’, -C(O)R’, -CO2R’, -CONR'R”, -OC(O)NR'R”, -NRG(O)R’, -NR’-C(O)NR"R"",
-NR”C(0O)2R’, -NR-C(NR'R"R”)=NR””, -NR-C(NR'R”)=NR”’, -S(O)R’, -S(O)2R’, -
S(0)2NR’R”, -NRSO2R’, -CN e —NOz, -R’, -N3, -CH(Ph)z, fluoralcéxi(C1-Ca), e fluoral-
quila(C1-C4), em um numero varinado a partir de zero para o numero total de valén-

cias abertas no sistema de anel aromatico; e onde R’, R”, R” e R”” sao independen-
temente selecionados a partir de hidrogénio, alquila, heteoalquila, arila e heteroarila.
Quando um composto da invengao inclui mais que um grupo R, por exemplo, cada

um dos grupos R é independentemente selecionado como cada grupos R, R”, R” e
R quando mais que um desses grupos esta presente.

[00117]Como aqui utilizado, o termo “meia vida séria modulada” significa a
mudanca positiva ou negativa na meia-vida circulante de um FGF-21 modificado re-
lativo a sua forma ndo modificada. Meia vida sérica € medida por coleta de amostras
de sangue em varios pontos de tempo apds a administracdo de FGF-21, e determi-

nacao da concentracado desta molécula em cada amostra. Correlagao da concentra-

¢ao sérica com o tempo permite o calculo da meia vida sérica. Meia vida sérica au-
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mentada desejavelmente tem pelo menos duas vezes, mas um aumento menor pode
ser util, por exemplo, onde ele permita um regime de dosagem satisfatério ou evitar
um efeito téxico. Em algumas modalidades, o aumento é pelo menos cerca de trés
vezes, pelo menos cerca de cinco vezes, ou pelo menos cerca de dez vezes.

[00118]0O termo “meia vida terapéutica modulada” como aqui utilizado signifi-
ca a mudanga positiva ou negativa na meia vida da quantidade terapeuticamente
efetiva do FGF-21, relativa a sua forma ndao modificada. Meia vida terapéutica € me-
dida por medida das propriedades farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas da mo-
lécula em varios pontos de tempo apds a administragcdo. Meia vida terapéutica au-
mentada desejada permite um regime de dose benéfico particular, uma dose total
benéfica particular, ou evita um efeito indesejado. Em algumas modalidades, a meia
vida terapéutica aumentada resulta a partir da poténcia aumentada, ligagcdo aumen-
tada ou diminuida da molécula modificada ao seu alvo, quebra aumentada ou dimi-
nuida da molécula por enzimas tal como proteases, ou um aumento ou diminui¢cédo
em outro parametro ou mecanismo de acao da molécula ndo modificada ou um au-
mento ou diminui¢gdo na depuragao mediada por receptor da molécula.

[00119]O termo “isolado”, quando aplicado a um acido nucléico ou proteina,
denota que o acido nucléico ou proteina € livre de pelo menos algum dos componen-
tes celulares com os quais ele € associado no estado natural, ou que o acido nucléi-
co ou proteina tenha sido concentrada em um nivel maior que a concentragao de
sua produgao in vivo ou in vitro. Isto pode ser em um estado homogéneo. Substan-
cias isoladas podem ser ou em um estado seco ou semi-seco, ou em solugao, inclu-
indo, mas n&o limitado a uma solugdo aquosa. Pode ser um componente de uma
composicao farmacéutica que compreende veiculos farmaceuticamente aceitaveis
adicionais e/ou excipientes. Pureza e homogeneidade sao tipicamente determinados
utilizando técnicas de quimica analitica tais como eletroforese de gel de poliacrilami-
da ou cromatografia liquida de alto desempenho. Uma proteina que é predominan-
temente presente em uma preparacgao € substancialmente purificada. Em particular,

um gene isolado é separado a partir de estruturas de leitura abertas que flanquea o
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gene e codificam uma proteina outra que o gene de interesse. O termo “purificado”
denota que um acido nucléico ou proteina da aumento a substancialmente uma
banda em um gel eletroforético. Particularmente, isto pode significar que o acido nu-
cléico ou proteina é pelo menos 85% pura, pelo menos 90% pura, pelo menos 95%
pura, pelo menos 99% ou mais pura.

[00120]O termo “acido nucléico” refere-se a deoxiribonucleotideos, deoxiri-
bonucleosideos, ribonucleosideos, ou ribonucleotideos e polimeros dos mesmos em
ou na forma de fita simples ou dupla. A menos que especificamente limitado, o termo
compreende acidos nucléicos contendo analogos conhecidos de nucleotideos natu-
rais que tém propriedades de ligagao similares como o acido nucléico de referéncia e
sdo metabolizados em uma forma similar para nucleotideos de ocorréncia natural. A
menos que especificamente limitado de outra forma, o termo também se refere a
analogos oligonucleotideos incluindo PNA (acido peptidonucléico), analogos de DNA
utilizados em tecnologia anti-senso (fosforotioatos, fosforoamidatos e semelhantes).
A menos que de outra forma indicado, uma sequéncia de acido nucléico particular
também compreende implicitamente variantes modificadas conservativamente das
mesmas (incluindo, mas nao limitados a substituicdes de cédon degenerado) e se-
guéncias complementares bem como a explicidade da sequéncia indicada. Especifi-
camente, substituicbes do codon degenarado podem ser alcangadas por sequéncias
geradas em que a terceira posi¢gao de um ou mais codons selecionados (ou todos)
ser substituidos com residuos de bases misturadas e/ou deoxiinosina (Batzer et al,
Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al, J. Biol. Chem. 260:2605-2608
(1985); Rossolini et al, Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

[00121]Os termos “polipeptideo”, “peptideo” e “protéina” sdo utilizados aqui
de modo passivel de mudancga para referir a um polimero de residuos aminoacidos.
Isto €, uma descricdo direcionada a um polipeptideo aplica igualmente a uma descri-
¢ao de um peptideo e uma descricdo de uma proteina, e vice-versa. Os termos apli-
cam a polimeros aminaoacidos de ocorréncia natural bem como polimeros aminoa-

cidos em que um ou mais residuos aminoacidos estdo em um aminoacido codificado
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nao-naturalmente. Como aqui utilizado, os termos compreendem cadeias aminoaci-
dos de qualquer comprimento, incluindo proteinas de comprimento inteiro, em que
os residuos aminoacidos estao ligados por liga¢des peptidicas covalentes.

[00122]O termo “aminoacido” refere-se a aminoacidos de ocorréncia natural
ou de ocorréncia ndo natural, bem como analogos de aminoacido e aminoacidos
miméticos que funcionam e uma forma similar aos aminoacidos de ocorréncia natu-
ral. Aminoacidos naturalmente codificados séo sé 20 aminoacidos comuns (alanina,
arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalalanina, prolina, serina, treoni-
na, triptofano, tirosina e valina)e pirrolisina e selenocisteina. Analogos aminoacidos
referem-se a compostos que tém a mesma estrutura quimica como um aminoacido
de ocorréncia natural, isto €, um carbono a que esta ligado a um hidrogénio, grupo
carboxila, um grupo amino, e um grupo R, tais como homoserina, norleucina, sulfé-
xido de metionina, metionina metil sulfénio. Tais analogos tém grupo R modificados
(tal como, norleucina) ou estruturas de peptideo modificadas, mas retém a mesma
estrutura quimica basica como um aminoacido de ocorréncia natural. Referéncia a
um aminoacido inclui, por exemplo, L-aminoacidos proteogénicos de ocorréncia na-
tural; D-aminoacidos, aminoacidos quimicamente modificados tal como variantes
aminoacidos e derivados; aminoacidos nao proteogénicos de ocorréncia natural tais
como B-alanina, ornitina etc; e compostos quimicamente sintetizados tendo proprie-
dades conhecidas na técnica para ser caracteristica de aminoacidos. Exemplos de
aminoacidos de ocorréncia ndo natural incluem, mas nao sao limitados a a-metil
aminoacidos (por exemplo, a-metil alanina), D-aminoacidos, aminoacidos do tipo
histidina (por exemplo, 2-amino-histidina, B-hidréxi-histidina, homohistidina, a-
fluormetil-histidina e a-metil-histidina), aminoacidos tendo um extra metileno na ca-
deia lateral (“homo” aminoacidos), e aminoacidos em que um grupo funcional do aci-
do carboxilico na cadeia lateral é substituido com um grupo de acido sulfénico (por
exemplo, acido cistéico).

[00123]Aminoacidos podem ser referidos aqui por ou suas trés letras simbo-
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los comumente conhecidas ou por simbolos de uma letra recomendada pela Comis-
sdo de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB. Nucleotideos, por sua vez, podem ser
referidos por seus cédons de letra unica comumente aceitos.

[00124]*Variantes conservativamente modificados” aplicam a ambas, se-
guéncias aminoacidos e acido nucléico. Com respeito a sequéncias de acido nucléi-
co particulares, “variantes conservativamente modificados” referem-se aqueles aci-
dos nucleicos que codificam sequéncias aminoacidos idénticas ou essencialmente
idénticas, ou onde o acido nucléico nao codifica uma sequéncia de aminoacido, para
sequéncias essencialmente idénticas. Por causa da degeneragdo do codigo genéti-
co, um grande numero de acidos nucléicos funcionalmente idénticos codifica qual-
quer dada proteina. Por exemplo, os cédons GCA, GCC, GCG e GCU todos codifi-
cam o aminoacido alanina. Entdo, em cada posi¢cao onde uma alanina é especifica-
da por um coédon, o codon pode ser alterado para qualquer os coédons corresponden-
tes descritos sem alterar o polipeptideo codificado. Tais variagdes de acido nucléico
sao “variagdes silenciosas”, que sdo uma especie de variagdes conservativamente
modificadas. Cada sequéncia de acido nucléico aqui que codifica um polipeptideo
também descreve cada variagao silenciosa possivel do acido nucléico. Um versado
na técnica reconhecera que cada cédon em um acido nucléico (exceto AUG, que é
ordinariamente o Unico codon para metionina, e TGG, que é ordinariamente somente
0 codon para triptofano). Pode ser modificado para produzir uma molécula de funci-
onalidade idéntica. Consequentemente, cada variagao silenciosa de um acido nu-
cléico que codifica um polipeptideo esta implicito em cada sequéncia descrita.

[00125]Como as sequéncias aminoacidos, um versado na técnica reconhe-
cera que substituigdes individuais, delegcbes ou adigdes a um acido nucléico, pepti-
deo, polipeptideo, ou sequéncia de proteina que alteram, adicionam ou deletam um
aminoacido unico ou uma pequena porcentagem de aminoacidos na sequéncia codi-
ficada é um “variante conservativamente modificado” onde a alteracéo resulta na
delecdo de um aminoacido, adicdo de um aminoacido, ou substituicdo de um amino-

acido com um aminoacido quimicamente similar. Tabelas de substituicdo conservada
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provém aminoacidos funcionalmente similares sao conhecidos pelos versados na
técnica. Tais variantes conservativamente modificados estdo em adigdo e néo exclu-
em variantes polimorficas, homaologos interespécies e alelos da invengao.

[00126]Tabelas de substituicdes conservadas provém aminoacidos funcio-
nalmente similares sdo conhecidas pelos versados na técnica. Os oito grupos se-
guintes contém cada aminoacidos que s&o substituicdbes conservadas para um outro:
1)Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(ver, por exemplo, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties
(W H Freeman & Co; 22 edigao (Dezembro 1993).

[00127]0s termos “idénticos” ou porcentagem de “identidade”, no contexto
de dois ou mais acidos nucléicos ou sequéncias polipeptideos, refere-se a duas ou
mais sequéncias ou subsequéncias que sdo as mesmas. Sequéncias sao “substan-
cialmente idénticas” se elas tém uma porcentagem de residuos aminoacidos ou nu-
cleotideos que sdo os mesmos (isto &, cerca de 60% de identidade, cerca de 65%,
cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, ou cerca
de 95% de identidade ao longo de uma regido especificada), quando comparado e
alinhado para correspondéncia maxima ao longo de uma janela de comparacéao, ou
regiao designada como medida utilizando um dos seguintes algoritmos de compara-
¢ao de sequéncia (ou outros algoritmos disponiveis para pessoas versadas na técni-
ca) ou por alinhamento manual e inspecéao visual. Esta definicdo também se refere
ao complemento da sequéncia teste. A identidade pode existir ao longo de uma re-

gido que € pelo menos cerca de 50 aminoacidos ou nucleotideos de comprimento,
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ou por uma regiao que é 75-100 aminoacidos ou nucleotideos em comprimento, ou,
onde nao especificado, atravessa a sequéncia inteira de um polinucleotideo ou poli-
peptideo. Um polinucleotideo codificando um polipeptideo da presente invencgao,
incluindo homdlogo a partir de espécies outras que humana, podem ser obtidas por
um processo compreendendo os passos de selegdo em uma biblioteca sob condi-
¢des de hibridizagdo severas com um padrao marcado tendo uma sequéncia poloi-
nucleotidica da invengcao ou um fragmento do mesmo, e isolando um cDNA de com-
primento inteiro e clones gendmicos contendo a referida sequéncia polinucleotidica.
Tais técnicas de hibridizagdo sdo bem conhecidas pelo versado na técnica.

[00128]Para comparagcado de sequéncia, tipicamente uma sequéncia atua
como uma sequéncia de referéncia, para qual sequéncias testes sdo comparadas.
Quando utilizando um algoritmo de comparagao, sequéncias teste e de referéncia
sao colocadas em um computador, coordenadas subsequentes sdo desenhadas, se
necessario, e parametros do programa de sequéncia algoritma s&o desenhados. Fa-
Iha de parametros de programa pode ser utilizados, ou parametros alternativos po-
dem ser designados. A sequéncia de comparagao algoritma entéo calcula as porcen-
tagens de identidades de sequéncia para sequéncias testes relativas a sequéncia de
referéncia, baseadas em programas parametros.

[00129]Uma “janela de comparagao”, como aqui utilizada, inclui referéncia a
um segmento de qualquer um do numero de posi¢gdes contiguas selecionadas a par-
tir do grupo consistindo a partir de 20 a 600, usualmente cerca de 50 a 200, mais
usualmente cerca de 100 a cerca de 150 em cuja sequéncia pode ser comparada a
uma sequéncia de referéncia no mesmo numero de posi¢cdes contiguas apds as su-
as sequéncias estarem otimamente alinhadas. Métodos de alinhamento de sequén-
cias para comparacao sao conhecidos pelos versados na técnica. Alinhamento 6pti-
mo de sequéncias para comparagao podem ser conduzidos, incluindo, mas n&o limi-
tados a, pelo algoritmo de homologia local de Smith e Waterman (1970) Adv. Appl.
Math. 2:482c, pelo algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman e Wunsch

(1970) J. Mol. Biol. 48:443, pela pesquisa para método de similaridade de Pearson e
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Lipman (1988) Proc. Natl. Acad.Sci. EUA 85:2444, por implementagcées computado-
rizadas desses algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, e TFASTA no Pacote de Pro-
grema da Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI), ou por alinhamento manual e inspecao visual (ver, por exemplo, Ausubel et al,
Current Protocols in Molecular Biology (1995 suplemento)).

[00130]Um exemplo de um algoritmo que € adequado para determinar a
porcentagem de identidade de sequéncia e similaridade de sequéncia sdo os algo-
ritmos BLAST e BLAST 2.0, que sao descritos em Altschul et al (1997) Nuc. Acids.
Res. 25:3389-3402, e Altschul et al (1990) j. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamen-
te. Programa para fazer analises BLAST ¢é publicamente disponivel através do Cen-
tro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica disponivel na World Wide Web em
ncbi.nlm.nig.gov. O programa BLASTN (para sequéncias de nucleotideo) usa como
falhas um comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) ou 10, M=5, N=4
e uma comparacao de ambas as fitas. Para sequéncias aminoacidos, o programa
BLASTP usa como falha um comprimento de palavra de 3, e expectativa (E) de 10, e
a matriz de ganho BLOSUMG62 (ver Henikoff e Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 89:10915) alinhamentos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, e uma
comparagao de ambas as fitas. O algoritmo BLAST é tipicamente feito com o filtro de
“baixa complexidade” desligado.

[00131]O algoritmo BLAST também faz uma analise estatistica de similari-
dade entre duas sequéncias (ver, por exemplo, Karlin e Altschul (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 90:5873-5787). Uma medida da similaridade provida pelo algoritmo
BLAST a probabilidade da menor soma (P(N)), que prové uma indicagao da probabi-
lidade pela qual um encontro entre duas sequéncias nucleotidicas ou aminoacidos
deve ocorrer pela chance. Por exemplo, um acido nucléico é considerado similar a
uma sequéncia de referéncia se a probabilidade da menor soma em uma compara-
¢ao de acido nucléico teste para o acido nucléico de referéncia € menor que cerca
de 0,2, ou menos que cerca de 0,01, ou menor que cerca de 0,001.

[00132]A frase “seletivamente ( ou especificamente) hibridiza a “ refere-se a
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ligacdo, duplexagao ou hibridizacdo de uma molécula somente a uma sequéncia nu-
cleotidica particular sob condi¢cdes de hibridizacdo severas quando esta sequéncia
esta presente em uma mistura complexa (incluindo, mas nao limitada a, DNA ou
RNA celular total ou biblioteca).

[00133]A frase “condicbes de hibridizacdo severas” referem-se a hibridiza-
¢ao de sequéncias de DNA, RNA e PNA, ou outros acidos nucléicos mimetizadores,
ou combinagdes dos mesmos sob condi¢des de baixa forga ibnica e alta temperatura
como € conhecido na técnica. Tipicamente, sob condi¢gdes severas um padrao hibri-
dizara a seu alvo subsequente em uma mistura complexa de acido nucléico (incluin-
do, mas nao limitado ao DNA ou RNA celular total ou biblioteca) mas nao hibridiza a
outras sequéncias na mistura complexa. Condi¢coes severas sao dependentes de
sequéncias e serao diferentes em circunstancias diferentes. Sequéncias mais longas
hibridizam especificamente em temperaturas mais altas. Um guia extenso para a
hibridizacdo de acidos nucléicos € entrado em Tijssen, Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology — Hybridization with Nucleic Probes. “Overview if
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays”(1993). Geralmen-
te, condicbes severas sao selecionadas para cerca de 5-100C menores que o ponto
de fusdo térmico (Tm) para a sequéncia especifica em um pH de forca i6nica defini-
do. A Tm é a temperatura (sob forga ibnica definida, pH, e concentracdo nucléica)
em que 50% dos padrbes complementares ao alvo hibridizam a sequéncia alvo em
equilibrio (como as sequéncias alvo estao presentes em excesso, uma Tm, 50% de
padrées sdo ocupadas em equilibrio). Condicbes severas podem ser aquelas em
que a concentragao salina é menor que cerca de 1,0 M de ion sddio tipicamente cer-
ca de 0,01 a 1,0 M de concentracao de ion sédio (ou outros sais) em pH 7.0 para 8.3
e a temperatura é pelo menos cerca de 30°C para padrdes curtos (incluindo mas nao
limitados a, 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca de 600C para padrdes longos
(incluindo mas nao limitados a, maiores que 50 nucleotideos). Condicbes severas
podem também ser alcangadas com a adi¢cao de agentes desestabilizantes tal como

formamida. Para hibridizagcao seletiva ou especifica, um sinal positivo pode ser pelo
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menos duas vezes antecedentes, opcionalmente 10 vezes de hibridizagdo antece-
dente. Condigdes de hibridizagdo severas exemplares podem ser como segue: 50%
de formamida, 5X SSC, e 1% de SDS, incubando a 42°C, ou 5X SSC, 1% SDS, in-
cubando a 65°C, com lavagem em 0m2X SSC, e 0,1% SDS a 650C, Tais lavagens
podem ser feitas por 5, 15, 30, 60, 120 ou mais minutos.

[00134]Como aqui utilizado, o termo “eucarioto” refere-se a organismos per-
tencendo ao dominio filogenético Eucarya tal como animais (incluindo, mas néo limi-
tado a mamiferos, insetos, répteis, passaros etc), ciliados, plantas (incluindo, mas
nao limitados a monocotiledéneas, dicotiledbneas, algas etc), fungos, leveduras, fla-
gelados, microesporideos, protistas etc.

[00135]Como aqui utilizado, o termo “ndo eucarioto” refere-se a organismos
nao eucariotos. Por exemplo, um organismo nao eucarioto pode pertencer ao domi-
nio filogenético Eubacteria (incluindo mas nao limitado a, Escherichia coli, Thermus
thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida etc), ou o dominio filogenético Archaea (incluindo
mas nao limitado a Methanococcus jannarchii, Methanobacterium thermoautotrophi-
cum, Halobacterium tais como Haloferax volcanii e espécies de Halobacterium NRC-
1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum
pernix etc). O termo “paciente” como aqui utilizado, refere-se a um animal, em algu-
mas modalidades um mamifero, e em outras modalidades, um humano, que é objeto
de tratamento, observagao ou experimento. Um animal pode ser um animal de com-
panhia (por exemplo, cachorros, gatos e semelhantes), animais de fazenda (por
exemplo, vacas, ovelhas, porcos, cavalos e semelhantes) ou um animal de laborato-
rio (por exemplo, ratos, camundongos, cobaias e semelhantes).

[00136]O termo “quantidade efetiva” como aqui utilizado refere-se aquela
quantidade de polipeptideo aminoacido nao natural modificado sendo administrado
que aliviara em alguma extensao um ou mais sintomas da doencga, condi¢ado ou dis-
turbio sendo tratada. Composi¢cdes contendo o polipeptideo aminoacido nao natural

modificado descrito aqui pode ser administrado para tratamentos profilaticos, aumen-
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tadores e/ou terapéuticos.

[00137]0s termos “aumento” ou “aumentando” significam um aumento ou
prolongamento ou da poténcia ou duracado de um efeito desejado. Entdo, em relagao
ao efeito aumentado dos agentes terapéuticos, o termo “aumentado” refere-se a ha-
bilidade de aumentar ou prolongar, ou a poténcia ou duracao, o efeito ou outros
agentes terapéuticos em um sistema. Uma “quantidade efetiva para aumento” como
aqui utilizada, refere-se a uma quantidade adequada para aumentar o efeito de outro
agente terapéutico em um sistema desejado. Quando utilizado em um paciente,
quantidades efetivas para este uso dependerao da severidade e curso da doenca,
disturbio ou condigao, terapia prévia, o estado de saude do paciente e resposta a
drogas, e o julgamento do médico que esta tratando.

[00138]0O termo “modificado”, como aqui utilizado refere-se a qualquer mu-
dancga feita a um dado polipeptideo, tais mudangas no comprimento do polipeptideo,
a sequéncia de aminoacido, estrutura quimica, modificagdo co-traducional, ou modi-
ficagdo pos-traducional de um polipeptideo. O termo forma “(modificada)” significa
que os polipeptideos sendo discutidos sdo opcionalmente modificados, isto €, os
polipeptideos sob discussdo podem ser modificados ou nao modificados.

[00139]0 termo “pés-traducionalmente modificado” refere-se a qualquer mo-
dificagcdo e um aminoacido natural ou ndo natural que ocorre a tal aminoacido apos
ele ter sido incorporado em uma cadeia polipeptidica. O termo compreende, por
meio de exemplo, somente modificagdes co-traducionais in vivo, modificacbes co-
traducionais in vitro (tal como em um sistema de traducgao livre de célula), modifica-
¢bes pos-traducionais in vivo, e modificagdes pds-traducionais in vitro.

[00140]Em aplicagbes profilaticas, composicbes contendo o polipeptideo
FGF-21 sdo administradas a um paciente susceptivel a ou de forma em risco de uma
doencga, disturbio ou condicao particular. Tal quantidade é definida ser uma “quanti-
dade profilaticamente efetiva”. Neste uso, as quantidades precisas também depen-
dem do estado do paciente de saude, peso e semelhantes. E bem considerado

compreendido dentro da técnica para uma pessoa determinar tais quantidades profi-
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laticamente eficazes através de experimentagao rotineira (por exemplo, um ensaio
clinico de aumento de dose).

[00141]O termo “protegido” se refere a presenga de um “grupo protetor” ou
porcao que evite a reagao do grupo funcional quimicamente reativo sob certas con-
di¢cdes reacionais. O grupo protetor ira variar dependendo do tipo de grupo quimica-
mente reativo sendo protegido. Por exemplo, se o grupo quimicamente reativo for
uma amina ou hidrazida, o grupo protetor pode ser selecionado do grupo de terc-
butoxicarbonil (t-Boc) e 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc). Se o grupo quimicamente
reativo for um tiol, o grupo protetor pode ser ortopiridilsulfeto. Se o grupo quimica-
mente reativo for um acido carboxilico, tal como acido butandico ou propiénico, ou
um grupo hidroxila, o grupo protetor pode ser benzil ou um grupo alquil, tal como
metil, etil ou terc-butil. Outros grupos protetores conhecidos na técnica também po-
dem ser usados em ou com os métodos e composi¢gdes aqui descritos, incluindo
grupos foto instaveis tais como Nvoc e MeNvoc. Outros grupos protetores conheci-
dos na técnica também podem ser usados em ou com os métodos e composi¢coes
aqui descritos.

[00142]Somente a titulo de exemplo, grupos bloqueadores/protetores podem

ser selecionados de:
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[00143]O0utros grupos protetores estdo descritos em Greene e Wuts, Protec-
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tive Groups in Organic Synthesis, 32 Ed., John Wiley & Sons, Nova lorque, NY, 1999,
o qual é aqui incorporado por referéncia na sua totalidade.

[00144]Em aplicagbes terapéuticas, as composi¢des contendo polipeptideo
de aminoacidos nao-natural modificado sdo administradas a um paciente que ja so-
fre de uma doencga, condicdo ou disturbio em uma quantidade suficiente para curar
ou pelo menos interromper parcialmente os sintomas da doenga, disturbio ou condi-
¢ao. Tal quantidade é definida como sendo uma “quantidade terapeuticamente efi-
caz” e ira depender da gravidade e curso da doenca, disturbio ou condigao, terapia
anterior, o status de saude do paciente e resposta aos farmacos, e do julgamento do
clinico geral do tratamento. E considerado como estando bem dentro da técnica o
fato de uma pessoa determinar tais quantidades terapeuticamente eficazes por ex-
perimentacgao rotineira (por exemplo, um ensaio clinico de aumento de dose).

[00145]0O termo “tratando” é usado para se referir a tratamentos ou profilati-
cos e/ou terapéuticos.

[00146]Polipeptideos de aminoacidos artificialmente codificados aqui apre-
sentados podem incluir compostos isotopicamente marcados com um ou mais atomo
substituidos por um atomo com uma massa atdbmica ou numero de massa diferente
da massa atdbmica ou numero de massa geralmente encontrado na natureza. Exem-
plos de is6topos que podem ser incorporados nos presentes compostos incluem iso-
topos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio, fllor e cloro, tais como 2H, 3H,
13C, 14C, BN, 80, 70, 33, "8F, 36C|, respectivamente. Certos compostos isotopica-
mente marcados aqui descritos, por exemplo, aqueles nos quais os is6topos radioa-
tivos tais como °H e '“C s&o incorporados, podem ser Uteis em ensaios de distribui-
¢ao tecidual de farmaco e/ou substrato. Certos compostos isotopicamente marcados
aqui descritos, por exemplo, aqueles nos quais isétopos radioativos tais como °H e
4C s30 incorporados, podem ser Uteis em ensaios de distribuigdo de farmaco e/ou
substrato. Além disso, a substituicido com isétopos tal como deutério, isto &, ?H, pode
proporcionar certas vantagens terapéuticas resultantes de maior estabilidade meta-

bolica, por exemplo, meia vida in vivo aumentada ou necessidade de dosagem redu-
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zida.

[00147]Todos os isdbmeros incluindo, porém sem se limitar aos diastereois6-
meros, enantibmeros e misturas suas sao considerados como parte das composi-
¢des aqui descritas. Em outras ou adicionais modalidades, os polipeptideos de ami-
noacidos artificialmente codificados sdo metabolizados na administragcdo a um orga-
nismo necessitado para produzir um metabdlito que é, entdo usado para produzir um
efeito desejado, incluindo um efeito terapéutico desejado. Em outras ou adicionais
modalidades, sdo metabdlitos ativos de polipeptideos de aminoacidos artificialmente
codificados.

[00148]Em algumas situacdes, polipeptideo de aminoacidos artificialmente
codificados podem existir como tautdmeros. Além disso, os polipeptideos de amino-
acidos artificialmente codificados aqui descritos podem existir nas formas solvatadas
e nao-solvatada com solventes farmaceuticamente aceitaveis, tais como agua, eta-
nol e semelhantes. As formas solvatadas também sao consideradas como sendo
aqui reveladas. As pessoas normalmente versadas na técnica irdo reconhecer que
alguns dos compostos daqui podem existir em varias formas tautoméricas. Todas as
tais formas tautoméricas sao consideradas como parte das composi¢cdes aqui descri-
tas.

[00149]A néao ser que seja indicado de outra forma, métodos convencionais
de espectroscopia de massa, RMN, HPLC, quimica de proteina, bioquimica, técnicas
de DNA recombinantes e farmacologia dentro da habilidade da técnica sdo empre-
gadas.

DESCRICAO DETALHADA

l.Introdugao

[00150]Moléculas FGF-21 compreendendo pelo menos um aminoacido artifi-
cial sdo fornecidas na invencédo. Em certas modalidades da invengao, o polipeptideo
FGF-21 com pelo menos um aminoacido artificial inclui pelo menos uma modificagao
pos-traducdo. Em uma modalidade, essa pelo menos uma modificagao pés-tradugao

compreende a ligacdo de uma molécula incluindo, porém sem se limitar, a um mar-
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cador, um corante, um polimero, um polimero hidrossoluvel, um derivado de polieti-
lenoglicol, um fotorreticulador, um radionuclideo, um composto citotoxico, um farma-
co, um marcador de afinidade, um marcador de fotoafinidade, um composto reativo,
uma resina, uma segunda proteina ou polipeptideo ou analogo de polipeptideo, um
anticorpo ou fragmento de anticorpo, um quelante de metal, um cofator, um acido
graxo, um carboidrato, um polinucleotideo, um DNA, um RNA, um polinucleotideo
anti-sentido, um sacarideo, um dendrimero hidrossoluvel, uma ciclodextrina, um aci-
do ribonucléico inibitorio, um biomaterial, uma nanoparticula, um marcador de rota-
¢ao, um fluoréforo, uma porgao contendo metal, uma porgéo radioativa, um grupo
funcional novo, um grupo que interaja covalentemente ou n&o-covalentemente com
outras moléculas, uma porcao fotoaprisionada, uma porg¢ao excitavel por radiagcéo
actinica, uma porcgao fotoisomerizavel, biotina, um derivado da biotina, um analogo
da biotina, uma porgéo incorporando um atomo pesado, um grupo quimicamente
clivavel, um grupo fotoclivavel, uma cadeia lateral alongada, um agucar ligado a car-
bono, um agente redox ativo, um aminotioacido, uma porgéo toxica, uma porg¢ao iso-
topicamente marcada, uma sonda biofisica, um grupo fosforescente, um grupo qui-
miluminescente, um grupo elétron denso, um grupo magneético, um grupo intercala-
dor, um croméforo, um agente de transferéncia de energia, um agente biologicamen-
te ativo, um marcador detectavel, uma molécula pequena, um ponto de quantum, um
nanotransmissor, um radionuclideo, um radiotransmissor, um agente de captura de
néutrons ou qualquer combinagdo dos grupos acima ou qualquer outro composto ou
substancia desejavel compreendendo um segundo grupo reativo para pelo menos
um aminoacido artificial compreendendo um primeiro grupo reativo utilizando a me-
todologia quimica que é conhecida por uma pessoa normalmente versada na técnica
para ser adequado para os grupos reativos particulares. Por exemplo, o primeiro
grupo reativo € uma porgao alquinil (incluindo, porém sem se limitar, ao aminoacido
p-propargiloxifenilalanina artificial, onde o grupo propargil também €& algumas vezes
referido como uma porgao acetileno) e o segundo grupo reativo € uma porc¢ao azido,

e metodologias quimicas de cicloadi¢cao [3+2] sao utilizadas. Em outro exemplo, o
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primeiro grupo reativo € a por¢ao azido (incluindo, porém sem se limitar, ao aminoa-
cido artificial p-azido-L-fenilalanina) e o segundo grupo reativo sendo a porcao al-
quinil. Em certas modalidades do polipeptideo FGF-21 modificado da presente in-
vencao, pelo menos um aminoacido artificial (incluindo, porém sem se limitar, ao
aminoacido artificial contendo um grupo ceto funcional) compreendendo pelo menos
uma modificacao poés-traducdo, € usado onde pelo menos uma modificagcdo pos-
tradugdo compreende uma porgao sacaridica. Em certas modalidades, a modifica-
¢ao pos-traducéao é feita in vivo em uma célula eucariética ou em uma célula nao-
eucaridtica. Um ligante, polimero, polimero hidrossoluvel ou outra molécula pode
ligar a molécula ao polipeptideo. A molécula pode ser ligada diretamente ao polipep-
tideo.

[00151]Em certas modalidades, a proteina inclui pelo menos uma modifica-
¢ao poés-tradugao que é feita in vivo por uma célula hospedeira, onde a modificacéo
pos-traducdo ndo € normalmente feita por outro tipo de célula hospedeira. Em certas
modalidades, a proteina inclui pelo menos uma modificacdo pos-traducao que é feita
in vivo por uma célula eucariética, onde a modificacdo pods-tradugcédo nao € normal-
mente feita por uma célula ndo-eucarioética. Exemplos de modificagbes pds-tradugao
incluem, porém nao estao limitadas, a glicosilagao, acetilagao, acilagdo, modificagao
lipidica, palmitoilagao, adigao de palmitato, fosforilagdo, modificagdo de ligagdo com
glicolipideo e semelhantes. Em uma modalidade, a modificagdo pés-tradugdo com-
preende a ligacdo de um oligossacarideo a uma asparagina por uma ligacdo Glc-
NAc-asparagina (incluindo, porém sem se limitar, a onde o oligossacarideo compre-
ende (GIcNAc-Man)2-Man-GIlcNAc-GIcNAc, e semelhantes). Em outra modalidade, a
modificagdo poés-traducdo compreende a ligacdo de um oligossacarideo (incluindo,
porém sem se limitar, a Gal-GalNAc, Gal-GIcNAc, etc.) e uma serina ou treonina por
uma ligacdo GalNAc-serina, uma GalNAc-treonina, uma Glc-NAc-serina ou uma
GIcNAc-treonina. Em certas modalidades, uma proteina ou polipeptideo da invengao
pode compreender uma sequéncia de localizacdo ou secregdao, um marcador de epi-

topo, um marcador FLAG, um marcador de poliistidina, uma fusdao GST e/ou seme-
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Ihantes. Exemplos de sequéncias de sinal de secreg¢ao incluem, porém nao estao
limitados, a uma sequéncia de sinal de secregao procariética, uma sequéncia de si-
nal de secregcdo eucaridtica, uma sequéncia de sinal de secrecédo eucaridtica 5'-
otimizada para expressao bacteriana, uma sequéncia de sinal de secrecdo nova,
uma sequéncia de sinal de secregcdo de pectato liase, uma sequéncia de sinal de
secrecao Omp A e uma sequéncia de sinal de secregcao de fago. Exemplos de se-
guéncias de sinal de secregao incluem, porém nao estao limitadas, a STl (procario-
tica), Fd Glll e M13 (fago), Bg12 (levedura) e a sequéncia de sinal bla derivada de
um transposon. Qualquer sequéncia como esta pode ser modificada para fornecer
um resultado desejado com o polipeptideo incluindo, porém sem se limitar, a substi-
tuicdo de uma sequéncia de sinal com uma sequéncia de sinal diferente, substituin-
do uma sequéncia lider com uma sequéncia lider diferente, etc.

[00152]A proteina ou polipeptideo de interesse pode conter pelo menos um,
pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco, pelo me-
nos seis pelo menos sete, pelo menos oito, pelo menos nove ou dez ou mais amino-
acidos nao-naturais. O aminoacido nao-natural pode ser igual ou diferente, por
exemplo, pode haver 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais sitios diferentes na proteina
que compreendem 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoacido nao-naturais dife-
rentes. Em certas modalidades, pelo menos um, porém menos do que todos os ami-
noacidos particulares presentes em uma versao natural da proteina é substituido
com um aminoacido artificial.

[00153]A presente invencdo fornece métodos e composicdes a base de
FGF-21 compreendendo pelo menos um aminoacido codificado nao-naturalmente. A
introducéao de pelo menos um aminoacido codificado nao-naturalmente em FGF-21
pode permitir a aplicagdo de quimica de conjugacédo que envolve reagdes quimicas
especificas incluindo, porém sem se limitar, a um ou mais aminoacidos codificados
artificialmente enquanto ndo reagem com os 20 aminoacidos que ocorrem de forma
comum. Em algumas modalidades, FGF-21 compreendendo o aminoacido artificial

codificado é ligado a um polimero soluvel em agua, tal como polietilenoglicol (PEG),
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através da cadeia lateral do aminoacido codificado ndo-naturalmente. Esta invencao
proporciona um método altamente eficiente para a modificagao seletiva de proteinas
com derivados PEG, o qual envolve a incorporagao seletiva de aminoacidos nao-
geneticamente codificados incluindo, porém sem se limitar, aqueles aminoacidos
contendo grupos funcionais ou substituintes ndo encontrados nos 20 aminoacidos
naturalmente incorporados, incluindo porém sem se limitar a uma porgao cetona,
azida ou acetileno, em proteinas em resposta a um codon seletor e a subsequente
modificagdo daqueles aminoacidos com um derivado PEG adequadamente reativo.
Uma vez incorporadas, as cadeias laterais de aminoacidos podem ser entdo modifi-
cadas pelo uso e metodologias quimicas conhecidas pelas pessoas versadas na
técnica como sendo adequadas para os grupos funcionais particulares ou substituin-
tes presentes no aminoacido artificialmente codificado. Metodologias quimicas co-
nhecidas de uma ampla variedade s&do adequadas para uso na presente invencao
para incorporar um polimero soluvel em agua na proteina. Tais metodologias inclu-
em, porém nao estao limitadas, a reagao de cicloadicao de Huisgen [3+2] (ver, por

exemplo, Padwa, A. em Comprehensive Organic Synthesis, Vol. 4, (1991) Ed. Trost,

B. M., Pergamon, Oxford, p. 1069- 1109; e, Huisgen, R. em 1,3-Dipolar Cvcloaddition

Chemistry, (1984) Ed. Padwa, A., Wiley, Nova lorque, p. 1-176) incluindo, porém
sem se limitar, com derivados acetileno ou azida, respectivamente.

[00154]Devido ao fato do método de cicloadigao de Huisgen [3+2] envolver a
cicloadicao ao invés da reacao de substituicdo nucleofilica, as proteinas podem ser
modificadas com seletividade extremamente alta. A reagdo pode ser efetuada em
temperatura ambiente em condi¢cdes aquosas com excelente regiosseletividade (1,4
> 1,5) pela adicdo de quantidades cataliticas de sais de Cu(l) a mistura reacional.
Ver, por exemplo, Tornoe, et al., (2002) J. Org. Chem. 67:3057-3064; e Rostovtsev,
et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-2599; e WO 03/101972. Uma molécula
que pode ser adicionada a uma proteina da invengao através da cicloadi¢gao de [3+2]
inclui virtualmente qualquer molécula com um grupo funcional adequado ou substi-

tuinte incluindo, porém sem se limitar, a um derivado azido o acetileno. Essas molé-
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culas podem ser adicionadas a um aminoacido artificial com um grupo acetileno in-
cluindo, porém sem se limitar, a p-propargiloxifenilalanina, ou grupo azido incluindo,
porém sem se limitar, a p-azidofenilalanina, respectivamente.

[00155]0 anel e cinco membros que resulta da cicloadicado de Huisgen [3+2]
nao é geralmente reversivel em ambientes redutores e é estavel contra a hidrélise
por periodos prolongados em ambientes aquosos. Consequentemente, as caracte-
risticas fisicas e quimicas de uma ampla variedade de substancias podem ser modi-
ficadas sob condi¢cdes aquosas exigidas com os derivados PEG ativos da presente
invencado. De modo ainda mais importante, devido ao fato das por¢des azida e aceti-
leno serem especificas entre si (e nao reagirem, por exemplo, com qualquer um dos
20 aminoacidos geneticamente codificados comuns), as proteinas podem ser modifi-
cadas em um ou mais sitios especificos com seletividade extremamente alta.

[00156]A invencdo também fornece derivados hidrossoluveis e hidrolitica-
mente estaveis dos derivados PEG e polimeros hidrofilicos relacionados com uma
ou mais porgdes acetileno ou azida. Os derivados poliméricos PEG que contém por-
¢Oes acetileno sdo altamente seletivos para o acoplamento com por¢des azida que
tenham sido introduzidas seletivamente em proteinas em resposta a um codon sele-
tor. Semelhantemente, derivados poliméricos PEG que contém por¢des azida sao
altamente seletivos para o acoplamento com por¢des acetileno que tenham sido in-
troduzidas seletivamente em proteinas em resposta a um codon seletor.

[00157]Mais especificamente, as por¢cdes azida compreendem, porém néao
estdo limitadas, a alquilazidas, arilazidas e derivados dessas azidas, os derivados de
alquil e arilazidas podem incluir outros substituintes, contanto que a reatividade es-
pecifica para o acetileno seja mantida. As porcoes acetileno compreendem alquil e
arilacetilenos e derivados de cada uma. Os derivados do alquil e arilacetilenos po-
dem incluir outros substituintes contanto que a reatividade especifica para azida seja
mantida.

[00158]A presente invencao fornece conjugados de substancias com uma

ampla variedade de grupos funcionais, substituintes ou porgdes, com outras subs-
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tancias incluindo, porém sem se limitar, a um marcador; um corante; um polimero;
um polimero hidrossoluvel; um derivado de polietilenoglicol; um fotorreticulador; um
radionuclideo; um composto citotdéxico; um farmaco; um marcador de afinidade; um
marcador de fotoafinidade; um composto reativo; uma resina; uma segunda proteina
ou polipeptideo ou analogo de polipeptideo; um anticorpo ou fragmento de anticorpo;
um quelante de metal; um cofator; um acido graxo; um carboidrato; um polinucleoti-
deo; um DNA; um RNA; um polinucleotideo anti-sentido; um sacarideo; um dendri-
mero hidrossoluvel; uma ciclodextrina; um acido ribonucléico inibitério; um biomate-
rial; uma nanoparticula; um marcador de rotagao; um fluoréforo; uma porgao conten-
do metal; uma porcao radioativa; um grupo funcional novo; um grupo que interaja
covalentemente ou nao-covalentemente com outras moléculas; uma porg¢ao fotoapri-
sionada; uma porgao excitavel por radiagdao actinica; uma porcao fotoisomerizavel;
biotina; um derivado da biotina; um analogo da biotina; uma porgao incorporando um
atomo pesado; um grupo quimicamente clivavel; um grupo fotoclivavel; uma cadeia
lateral alongada; um acgucar ligado a carbono; um agente redox ativo; um aminotioa-
cido; uma porgao téxica; uma porgao isotopicamente marcada; uma sonda biofisica;
um grupo fosforescente; um grupo quimiluminescente; um grupo elétron denso; um
grupo magnético; um grupo intercalador; um cromaéforo; um agente de transferéncia
de energia; um agente biologicamente ativo; um marcador detectavel; uma molécula
pequena; um ponto de quantum; um nanotransmissor; um radionuclideo; um radio-
transmissor; um agente de captura de néutrons ou qualquer combinagao dos grupos
acima ou qualquer outro composto ou substancia desejavel. A presente invengao
também inclui conjugados de substancias com porgdes azida ou acetileno co deriva-
dos poliméricos PEG com as porgdes acetileno ou azida correspondentes. Por
exemplo, um polimero PEG contendo uma por¢ao azida pode ser acoplado a uma
molécula biologicamente ativa em uma posi¢cado na proteina que contenha um ami-
noacido que nao seja codificado geneticamente com uma funcionalidade acetileno. A
ligacao pela qual o PEG e a molécula biologicamente ativa sdo acoplados inclui, po-

rém nao esta limitada, ao produto de cicloadicdo de Huisgen [3+2].
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[00159]E bem estabelecido na técnica que PEG pode ser usado para modifi-
car as superficies dos biomateriais (ver, por exemplo, a Patente Americana
6.610.281; Mehvar, R., J. Pharm Sci, 3(1):125-136 (2000) as quais sao incorporadas
por referéncia aqui). A invengao também inclui biomateriais compreendendo uma
superficie com um ou mais sitio de azida ou acetileno reativos € um ou mais dos po-
limeros contendo azida ou acetileno da invencao acoplados com a superficie através
da ligacao de cicloadigao [3+2] de Huisgen. Biomateriais e outras substancias tam-
bém podem ser acopladas com os derivados poliméricos azida ou acetileno ativados
através de uma ligacao diferente da ligacdo azida ou acetileno, tal como através de
uma ligagdo compreendendo uma porcéo acido carboxilico, amina, alcool ou tiol pa-
ra deixar a por¢ao azida ou acetileno disponivel para rea¢des subsequentes.

[00160]A invengao inclui um método de sintese dos polimeros contendo azi-
da e acetileno da invencao. No caso do derivado PEG contendo azida, a azida pode
se ligar diretamente a um atomo de carbono do polimero. Alternativamente, o deri-
vado PEG contendo azida pode ser preparado pela ligacdo de um agente de ligacao
que tenha a porgao azida em um terminal em relacdo a um polimero ativado con-
vencional, de modo que o polimero resultante tenha a por¢édo azida em sua parte
terminal. No caso do derivado PEG contendo acetileno, o acetileno pode ser ligado
diretamente a um atomo de carbono do polimero. Alternativamente, o derivado PEG
contendo acetileno pode ser preparado pela ligagcdo de um agente de ligagado que
tenha a porcédo acetileno em um terminal em um polimero ativado convencional de
modo que o polimero resultante tenha a por¢cédo acetileno em sua extremidade.

[00161]Mais especificamente, no caso do derivado PEG contendo azida, um
polimero hidrossoluvel com pelo menos uma porgao hidroxila ativa sofre uma reagao
para produzir um polimero substituido com uma porgdo mais reativa, tal como um
grupo de saida mesilato, tresilato, tosilato ou halogénio nisso. A preparagao e uso
dos derivados PEG contendo haletos de acido de sulfonila, atomos de halogénio e
outros grupos de saida sdo conhecidos pelas pessoas normalmente versadas na

técnica. O polimero substituido resultante a seguir sofre uma reagao para substituir
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para a porgao mais reativa uma porg¢ao azida na extremidade do polimero. Alternati-
vamente, um polimero hidrossoluvel com pelo menos uma porgao nucleofilica ou
eletrofilica ativa sobre uma reagdo com um agente de ligagdo que tem uma porgao
azida em uma extremidade, de modo que uma ligagao covalente é formada ente o
polimero PEG e o agente de ligacao e a porgao azida é posicionada na extremidade
do polimero. Porgdes nucleofilicas e eletrofilicas, incluindo aminas, tidis, hidrazidas,
hidrazinas, alcodis, carboxilatos, aldeidos, cetonas, tioésteres e semelhantes sio
conhecidas pelas pessoas normalmente versadas na técnica.

[00162]Mais especificamente, no caso do derivado PEG contendo acetileno,
um polimero soluvel em agua com pelo menos uma porgao hidroxila sofre uma rea-
¢ao para deslocar um halogénio ou outro grupo de saida ativado de um precursor
que contém uma porgcao acetileno. Alternativamente, um polimero soluvel em agua
com pelo menos uma porgao nucleofilica ou eletrofilica ativa sofre uma reagdo com
um agente de ligacdo que tem um acetileno em uma extremidade de modo que uma
ligacao covalente é formada entre o polimero PEG e o agente de ligagao e a porgao
acetileno sao posicionados na extremidade do polimero. O uso de por¢des de halo-
génio, grupo de saida ativado, porgdes nucleofilicas e eletrofilicas no contexto da
sintese organica e a preparacao e uso dos derivados PEG é bem estabelecido para
os profissionais da técnica.

[00163]A invencao também fornece um método para a modificacdo seletiva
de proteinas para adicionar outras substancias a proteina modificada incluindo, po-
rém sem se limitar, aos polimeros soluveis em agua tais como PEG e derivados
PEG contendo uma porg¢ao azida ou acetileno. Os derivados PEG contendo azida e
acetileno podem ser usados para modificar as propriedades das superficies e molé-
culas onde a biocompatibilidade, estabilidade, solubilidade e falta de imunogenicida-
de sao importantes, enquanto ao mesmo tempo fornecem um meio mais seletivo de
ligar os derivados PEG as proteinas que foram anteriormente conhecidas na técnica.

Il.Fatores de Crescimento de Fibroblasto

[00164]Por causa de suas potentes atividades para promover o crescimento,
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proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdo de uma ampla variedade de células e
tipos celulares, FGFs continuam a ser procurados como agentes terapéuticos para
uma variedade de diferentes indicacgdes, incluindo cicatrizagao de feridas, tais como
condigdes musculo-esqueléticas, por exemplo, fraturas dsseas, reparo de ligamento
e tecido, tendinite, bursite, etc; condicbes de pele, por exemplo, queimaduras, cor-
tes, laceragbes, chagas de cama, ulceras de lenta cicatrizagao, etc; protecao tecidu-
al, reparo e indugao de angiogénese durante enfarte do miocardio e isquemia, no
tratamento de condi¢cbes neuroldgicas, por exemplo, doenga neurodegenerativa e
apoplexia, no tratamento de doengas oculares, incluindo degeneragao macular, e
semelhantes.

[00165]AS proteinas do fator de crescimento de fibroblasto (FGF) identifica-
das até o momento pertencem a uma familia de moléculas de sinalizacdo que regu-
lam o crescimento e diferenciagao de varios tipos celulares. A significancia das pro-
teinas FGF para a fisiologia e patologia humana se refere em parte aos seus papéis
chave na embriogénese, no desenvolvimento de vasos sanguineos e no crescimen-
to, e no crescimento 6sseo. Experimentos in vitro demonstraram que um papel para
o FGF na regulacédo do crescimento celular e divisdo de células endoteliais, células
do musculo liso vasculares, fibroblastos e miécitos cardiacos e esqueléticos. Outros
membros da familia FGF e de seus papéis biolégicos sao descritos em Crossley et
al., Development 121: 439-451 (1995); Ohuchi et al., Development 124: 2235-2244
(1997); Gemel et al., Genomics 35: 253-257 (1996); e Ghosh et al., Cell Growth and
Differentiation 7:1425- 1434 (1996).

[00166]As proteinas FGF também sao significativas para a saude humana e
doenca devido a um papel no crescimento de células cancerigenas. Por exemplo,
FGF-8 foi identificado como um fator de crescimento indutor de andrégeno em célu-
las do cancer de prostata e mama. Tanaka et al., FEBS Lett. 363:226-230 (1995) e
P.N.A.S. 89:8928-8932 (1992)).

[00167]0O papel de FGF no desenvolvimento normal esta sendo desvendado

em parte através dos estudos dos receptores de FGF. Wilke, T. et al., Dev. Dynam.
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210:41-52 (1997) descobriram que os transcritos FGFR1, FGFR2 e FGFR3 foram
localizados em regides especificas da cabega durante o desenvolvimento embriona-
rio em galinhas. O padrao de expressao correlacionado com as areas afetadas por
modificagdes FGFR humanas na sindrome de Crouzon, uma condigao de formagao
O0ssea intramembranosa anormal. Belluardo, N. et al., Jour. Comp. Neur. 379:226-
246 (1997) estudou a localizagdo dos RNAms de FGFR 1, 2 e 3 no cérebro de rato,
e encontraram especificidade celular em varias regides cerebrais. Além disso, os
RNAms FGFR1 e FGFR2 foram expressos em células reativas astrogliais depois da
lesdo cerebral, suportando um papel de certos FGFs na doenca e injuria cerebral.
Ozawa, K. et al., Mol. Brain Res. 41:279-288 (1996) reportou que a expressao de
FGF1 e FGF-5 aumentou depois do nascimento, enquanto os genes FGF3, FGF-6,
FGF-7 e FGF-8 mostraram uma expressao mais elevada nos estagios embrionarios
posteriores do que os estagios pos-natal. Um cofator, Klotho beta (Klb), pode tam-
bém estar envolvido com a transdugao de sinal do FGF-21 e seu receptor. Klb foi
reportado por aumentar a capacidade de FGFR1 e FGFR4 de se ligar ao FGF21. Klb
€ uma proteina transmembranar de passagem unica e embora o papel da forma
transmembranar total seja desconhecido, foi demonstrado em relagao ao FGF23 que
Klotho aumentou a ligacdo de FGF23 e aumentou a fosforilagdo do receptor FGF
enquanto que Klotho beta mostrou aumentar a ligagdao de FGF-21 (H. Kurosu, Y.
Ogawa, M. Miyoshi, M. Yamamoto, A. Nandi, K. P. Rosenblatt, M. G. Baum, S. Schi-
avi, M.-C. Hu, O. W. Moe, M. Kuro-o, Regulation of fibroblast growth factor-23 signa-
ling by Klotho. J. Biol. Chem. 281, 6120-6123 (2006) aqui incorporado por referén-
cia).

[00168]Katoh et al. (International Journal of Oncology (2006) 29:163-168)
descrevem a familia FGF e a analise filogenética dos membros da familia. Katoh et
al. também discutem a rede da via de sinalizagao no trato gastrintestinal.

[00169]Plotnikov et al. (Cell (1999) 98:641-650) descrevem a estrutura crista-
lina de FGF2 com o receptor FGF 1 (FGFR1) e o dimero simétrico de duas dobras

que é formado ente dois desses complexos. Plotnikov et al. fornece um modelo para
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a dimerizagao do receptor e inducao da dimerizacao por FGF e heparina.

[00170]Membros adicionais da familia FGF sdo propensos a serem desco-
bertos no futuro. Novos membros da familia FGF podem ser identificados através de
analise estrutural secundaria e terciaria auxiliada por computador das sequéncias de
proteina previstas, e por técnicas de selegcao projetadas para identificar moléculas
que se ligam a um alvo particular.

[00171]Deste modo, a descricdo da familia FGF é fornecida para fins ilustra-
tivos e somente a titulo de exemplo e ndo Omo limitante do escopo dos métodos,
composicoes, estratégias e técnicas aqui descritas. Além disso, referéncia a FGF-21
neste pedido é tencionada a usar o termo genérico como um exemplo de qualquer
membro da familia FGF. Deste modo, se entende que as modificacbes e quimicas
aqui descritas com referéncia aos polipeptideos ou proteina FGF-21 podem ser
igualmente aplicadas a qualquer membro da familia FGF, incluindo aqueles especifi-
camente aqui listados.

lIl.Métodos de Acido Nucleico Recombinante Gerais para uso com a Inven-

[00172]Em varias modalidades da presente invencao, acidos nucleicos codi-
ficando um polipeptideo FGF-21 de interesse serao isolados, clonados e geralmente
alterados usando métodos recombinantes. Tais modalidades sdo usadas incluindo,
porém sem se limitar, a expressao de proteinas ou durante a geragao de variantes,
derivados, cassetes de expressdo ou outras sequéncias derivadas de um polipepti-
deo FGF-21. Em algumas modalidades, as sequéncias codificando os polipeptideos
da invengao sao operativamente ligadas a um promotor heterdlogo.

[00173]Uma sequéncia de nucleotideo codificando um polipeptideo FGF-21
compreendendo um aminoacido codificado nao-naturalmente pode ser sintetizada
com base na sequéncia de aminoacidos do polipeptideo de origem incluindo, porém
sem se limitar, a ter a sequéncia de aminoacidos mostrada nas SEQ ID Nos: 1a7 e
a seguir alterar a sequéncia de nucleotideos de modo a efetuar a introducéo (isto &,

incorporacao ou substituicdo) ou remogao (isto €, eliminagcdo ou substituicdo) do(s)

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 94/412



77/345

residuo(s) de aminoacido relevante(s). A sequéncia de nucleotideos pode ser con-
venientemente modificada por mutagénese direcionada a sitio de acordo com méto-
dos convencionais. Alternativamente, a sequéncia de nucleotideos pode ser prepa-
rada por sintese quimica incluindo, porém sem se limitar, ao uso de um sintetizador
de oligonucleotideos, em que os oligonucleotideos sdo modelados baseando-se na
sequéncia de aminoacido do polipeptideo desejado, e preferivelmente selecionando
aqueles codons que sao favorecidos na célula hospedeira na qual o polipeptideo
recombinante sera produzido. Por exemplo, varios pequenos oligonucleotideos que
codificam porg¢des do polipeptideo desejado podem ser sintetizados e montados por
PCR, ligacao ou reacdo em cadeia de ligacao. Ver, por exemplo, Barany, et al, Proc.
Natl. Acad. Sci 88: 189-193 (1991); Patente Americana No. 6.521.427, os quais sao
incorporados aqui por referéncia.

[00174]Esta invencao utiliza técnicas rotineiras no campo da genética re-
combinante. Textos basicos revelando os métodos gerais de uso nesta invengao
incluem Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 Ed. 2001); Kri-
egler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); e Current Proto-
cols in Molecular Biology (Ausubel et al, eds., 1994)).

[00175]Textos gerais os quais descrevem técnicas de biologia molecular in-

cluem Berger e Kimmel, Guide to Molecular_Cloning Techniques, Methods in

Enzvmology volume 152 Academic Press, Inc., Sao Diego, CA (Berger); Sambrook

et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual (22 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova lorque, 1989 ("Sambrook") e Current Protocols

in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a um empreendi-

mento em conjunto entre Greene Publishing Associates, Inc. e John Wiley & Sons,
Inc., (adicionado em 1999) (“Ausubel”)). Estes textos descrevem mutagénese, 0 uso
de vetores, promotores e muitos outros topicos relevantes relacionados com, e inclu-
indo, porém sem se limitar, a geracdo dos genes ou polinucleotideos que incluem
codons seletores para a producdo de proteinas que incluem aminoacido nao-

naturais, RNAts ortogonais, sintetases ortogonais e seus pares.
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[00176]Varios tipos de mutagéneses sdo usadas na invengao para varios
propositos incluindo, porém sem se limitar, a producdo de novas sintetases ou
RNAts, a mutacao de moléculas de RNAt, a mutagao de polinucleotideos que codifi-
cam sintetases, a producao de bibliotecas de RNAts, a produgao de bibliotecas de
sintetases, a producédo de codons seletores, a insergao de codons seletores que co-
dificam aminoacido nao-naturais em uma proteina ou polipeptideo de interesse. Elas
incluem, porém néao estao limitadas, a mutagénese de ponto aleatorio direcionada a
sitio, recombinagdo homodloga, embaralhamento de DNA ou outros métodos de mu-
tagénese recorrentes, construgao quimérica, mutagénese usando moldes contendo
uracila, mutagénese direcionada a oligonucleotideo, mutagénese de DNA modifica-
do por fosforotioato, mutagénese usando DNA duplex intervalado ou semelhantes,
mutagénese mediada por PCT ou qualquer combinacao desses. Métodos adequa-
dos adicionais incluem reparo de mau emparelhamento pontual, mutagénese usan-
do cepas hospedeiras deficientes de reparo, restricdo-selecao e restricdo-
purificacdo, mutagénese por eliminagdo, mutagénese por sintese de gene total, re-
paro de quebra de dupla fita e semelhantes. Mutagéneses incluindo, porém sem se
limitar, ao envolvimento de constructos quiméricos, também sao incluidas na presen-
te invengdo. Em uma modalidade, a mutagénese pode ser orientada por informa-
¢des conhecidas da molécula de ocorréncia natural ou molécula de ocorréncia natu-
ral alterada ou modificada incluindo, porém sem se limitar, as sequéncias, compara-
¢bes de sequéncia, propriedades fisicas, estrutura secundaria, terciaria ou quaterna-
ria, estrutura cristalina ou semelhantes.

[00177]0s textos e exemplos aqui encontrados descrevem esses procedi-
mentos. Informagdes adicionais sdo encontradas nas seguintes publicagdes e refe-
réncias citadas em: Ling et al., Approaches to DNA mutagenesis: an overview, Anal
Biochem. 254(2): 157-178 (1997); Dale et al., Oligonucleotide-directed random mu-
tagenesis using the phosphor othioate method, Methods Mol. Biol. 57:369-374
(1996); Smith, In vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1985); Botstein &

Shortle, Strategies and applications of in vitro mutagenesis, Science 229:1193-1201
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(1985); Carter, Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237:1-7 (1986); Kunkel, The
efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, in Nucleic Acids & Molecular Biol-
ogy (Eckstein, F. and Lilley, D.M.J, eds., Springer Verlag, Berlin) (1987); Kunkel,
Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunkel et al., Rapid and efficient site-specific mu-
tagenesis without phenotypic selection, Methods in Enzymol. 154, 367-382 (1987);
Bass et al., Mutant Trp repressors with new DNA-binding specificities, Science
242:240-245 (1988); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis using
M13-derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any DNA fragment, Nucleic Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller &
Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vec-
tors, Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide-
directed mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide primers and a sin-
gle-stranded DNA template, Methods in Enzymol. 154:329-350 (1987); Taylor et al.,
The use of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to pre-
pare nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764 (1985); Taylor et al., The rapid
generation of oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phos-
phorothioate-modified DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8765-8785 (1985); Nakamaye &
Eckstein, Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage by phosphorothioate
groups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res.
14: 9679-9698 (1986); Sayers et al., 5'-3' Exonucleases in phosphorothioate-based
oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 16:791-802 (1988); Sayers et
al., Strand specific cleavage of phosphor othioate-containing DNA by reaction with
restriction endonucleases in the presence ofethidium bromide, (1988) Nucl. Acids
Res. 16: 803-814; Kramer et al., The gapped duplex DNA approach to oligonucleo-
tide-directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456 (1984); Kramer
& Fritz Oligonucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex DNA,
Methods in Enzymol. 154:350-367 (1987); Kramer et al., Improved enzymatic in vitro

reactions in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construc-
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tion of mutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988); Fritz et al., Oligonucleotide-
directed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzy-
matic reactions in vitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999 (1988); Kramer et al., Differ-
ent base/base mismatches are corrected with different efficiencies by the methyl-
directed DNA mismatch-repair system of E. coli, Cell 38:879-887 (1984); Carter et al.,
Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl. Acids
Res. 13: 4431-4443 (1985); Carter, Improved oligonucleotide-directed mutagenesis
using M13 vectors, Methods in Enzymol. 154: 382-403 (1987); Eghtedarzadeh &
Henikoff, Use of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids Res. 14:
5115 (1986); Wells et al., Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the
transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415- 423 (1986); Nam-
biar et al., Total synthesis and cloning of a gene coding for the ribonuclease S pro-
tein, Science 223: 1299-1301 (1984); Sakmar e Khorana, Total synthesis and ex-
pression of a gene for the alpha-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleo-
tide-binding protein (transducin), Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372 (1988); Wells et al.,
Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple mutations at
defined sites, Gene 34:315-323 (1985); Grundstrom et al., Oligonucleotide-directed
mutagenesis by micros vale ‘shot-gun’ gene synthesis, Nucl. Acids Res. 13: 3305-
3316 (1985); Mandecki, Oligonucleotide-directed double- strand break repair in
plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 83:7177-7181 (1986); Arnold, Protein engineering for unusual envi-
ronments, Current Opinion in Biotechnology 4:450-455 (1993); Sieber, et al., Nature
Biotechnology, 19:456-460 (2001); W. P. C. Stemmer, Nature 370, 389-91 (1994); e,
I. A. Lorimer, |. Pastan, Nucleic Acids Res. 23, 3067-8 (1995). Detalhes adicionais de

muitos dos métodos acima podem ser encontrados em Methods in Enzymology, vo-

lume 154, os quais também descrevem controles uteis para problemas de diagnoésti-
co com varios metodos de mutagénese.
[00178]Oligonucleotideos, por exemplo, para uso na mutagénese da presen-

te invencao, por exemplo, para modificar bibliotecas de sintetases ou alterar RNAts,
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sao tipicamente sintetizados quimicamente de acordo com a método do triéster de
fosforoamidita em fase sélida descrito por Beaucage e Caruthers, Tetrahedron Letts.
22(20): 1859-1862, (1981), por exemplo, usando um sintetizador automatico, con-
forme descrito em Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acids Res., 12:6159-6168
(1984).

[00179]A invencao também se refere as células hospedeiras eucarioticas,
células hospedeiras nao-eucarioticas e organismos para a incorporagao in vivo de
um aminoacido natural através dos pares RNAt/RS ortogonais. Células hospedeiras
sao geralmente projetadas (incluindo, porém sem se limitar, a células transformadas,
transduzidas ou transfectadas) com os polinucleotideos da inveng¢ao ou constructos
0s quais incluem um polinucleotideo da invencgao incluindo, porém sem se limitar, a
um vetor da invencéo, o qual pode ser, por exemplo, um vetor de clonagem ou um
vetor de expressao. Por exemplo, as regides codificadoras para o RNAt ortogonal, o
RNALt sintetase ortogonal e a proteina a ser derivada séo operativamente ligadas aos
elementos de controle de expressao génica que sao funcionais na célula hospedeira
desejada. O vetor pode estar, por exemplo, na forma de um plasmideo, um cosmi-
deo, um fago, uma bactéria, um virus, um polinucleotideo nu ou um polinucleotideo
conjugado. Os vetores sao introduzidos nas células e/ou microrganismo por métodos
padrées incluindo eletroporacédo (Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824
(1985)), infeccao por vetores virais, penetragdo balistica de alta velocidade por pe-
quenas particulas com o acido nucleico, ou na matriz de pérolas ou particulas pe-
quenas, ou na superficie (Klein et al., Nature 327, 70-73 (1987)), e/ou semelhantes.

[00180]As células hospedeiras projetadas podem ser cultivadas em meio nu-
triente convencional modificado conforme apropriado para tais atividades como, por
exemplo, passos de varredura, ativacdo de promotores ou selecédo de transforman-
tes. Essas células podem ser opcionalmente cultivadas em organismos transgéni-
cos. Outras referéncias uteis incluindo, porém sem se limitar, ao isolamento e cultura
celular (por exemplo, para isolamento de acido nucleico subsequente) incluem

Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, terceira edi-
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cao, Wiley-Liss, Nova lorque e as referéncias ali citadas; Payne et al. (1992) Plant
Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. Nova lorque, NY;
Gamborg e Phillips (eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental
Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg Nova lorque) e
Atlas e Parks (eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Bo-
ca Raton, FL.

[00181]Varios métodos bem conhecidos de introducdo de acidos nucleicos
alvos em células s&o disponiveis, qualquer um dos quais podendo ser usado na in-
vencao. Esses incluem: fusdo das células receptoras com protoplastos bacteriano
contendo o DNA, eletroporacédo, bombardeamento com projétil e infeccado com veto-
res virais (discutidos adicionalmente abaixo), etc. Células bacterianas podem ser
usadas para amplificar a quantidade de plasmideo contendo constructos de DNA
desta invengdo. As bactérias crescem até a fase log e os plasmideos na bactéria
podem ser isolados por varios métodos conhecidos na técnica (ver, por exemplo,
Sambrook). Além disso, kits sdo comercialmente disponiveis para a purificacdo de
plasmideos de bactérias (ver, por exemplo, EasyPrep™, FlexiPrep™, ambos de
Pharmacia Biotech; StrataClean™ de Stratagene; e, QlAprep™ de Qiagen). Os
plasmideos isolados e purificados sao entdo adicionalmente manipulados para pro-
duzir outros plasmideos, usados para transfectar células ou incorporados em vetores
relacionados para infectar organismos. Vetores tipicos contém terminadores de
transcricdo e tradugao, sequéncias de iniciacdo de transcricdo e tradugao e promoto-
res Uteis para a regulacao da expressao do acido nucleico alvo particular. Os vetores
compreendem opcionalmente cassetes de expressao geneéricos contendo pelo me-
nos uma sequéncia terminadora independente, sequéncias que permitam a replica-
¢ao do cassete nos eucariotos ou procariotos, ou ambos (incluindo, porém sem se
limitar, aos vetores de transferéncia) e marcadores de selegédo para sistemas tanto
procaridticos quanto eucariéticos. Vetores sdao adequados para a replicagao e inte-
gracao em procariotos, eucariotos ou ambos. Ver Gillam & Smith, Gene 8:81 (1979);

Roberts, et al, Nature. 328:731 (1987); Schneider, E., et al, Protein Expr. Purif.

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 100/412



83/345

6(1):10-14 (1995); Ausubel, Sambrook, Berger (todos acima). Um catalogo de bacté-
rias e bacteridfagos uteis para clonagem é fornecido, por exemplo, por ATCC, por
exemplo, The ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1992) Gherna et al.
(eds) publicado por ATCC. Procedimentos basicos adicionais para o sequenciamen-
to, clonagem e ouros aspectos de biologia molecular e subjacentes as considera-
¢cbes tedricas sdo também encontrados em Watson et al. (1992) Recombinant DNA
Second Edition Scientific American Books, NY. Além disso, essencialmente qualquer
acido nucleico (e virtualmente qualquer acido nucleico marcado, quer seja padrao ou
nao-padrao) pode ser solicitado sob encomenda ou de modo usual de qualquer uma
dentre uma variedade de fontes comerciais, tais como a Midland Certified Reagent
Company (Midland, TX disponivel na Rede Mundial de Computadores em
mcrc.com), The Great American Gene Company (Ramona, CA disponivel na Rede
Mundial de Computadores em genco.com), ExpressGen Inc. (Chicago, IL disponivel
na Rede Mundial de Computadores em expressgen.com), Operon Technologies Inc.
(Alameda, CA) e muitas outras.

CODONS SELETORES

[00182]Cbdons seletores da invencao expandem a estrutura do cédon gené-
tica da maquinaria biossintética da proteina. Por exemplo, um cédon seletor inclui,
porém nao esta limitado, a um cddon de trés bases unico, um codon sem sentido, tal
como um cédon de parada incluindo, porém sem se limitar, a um cédon ambar
(UAG), um cdédon ocre ou um cédon opala (UGA), um cddon artificial, um cédon com
quatro ou mais bases, um cédon raro ou semelhantes. E prontamente aparente para
as pessoas normalmente versadas na técnica que existe uma ampla variagdo na
quantidade de codons seletores que podem ser introduzidos em um gene ou polinu-
cleotideo desejado incluindo, porém sem se limitar, a um ou mais, dois ou mais, trés
ou mais, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais em um unico polinucleotideo codificando pelo
menos uma por¢ao do polipeptideo FGF-21.

[00183]Em uma modalidade, os métodos envolvem o0 uso de um codon sele-

tor que € um coédon de parada para a incorporagao de um ou mais dos aminoacidos
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nao-naturais in vivo. Por exemplo, um O-RNAt é produzido o qual reconhece o co6-
don de parada incluindo, porém sem se limitar, a UAG, e é aminoacilado por um O-
RS com um aminoacido artificial desejado. Este O-RNAt nao é reconhecido pelas
aminoacil-RNAt sintetases do hospedeiro que ocorrem naturalmente. Mutagénese
direcionada a sitio convencional pode ser usada para introduzir o cédon de parada
incluindo, porém sem se limitar, ao TAG, no sitio de interesse em um polipeptideo de
interesse. Ver, por exemplo, Sayers, J.R., et al. (1988), 5’-3’ Exonucleases in phos-

phorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis. Nucleic Acids Res,

16:791-802. Quando o O-RS, O-RNAt e o acido nucleico que codifica o polipeptideo
de interesse sdo combinados in vivo, o aminoacido artificial € incorporado em res-
posta ao cédon UAG para produzir um polipeptideo contendo o aminoacido artificial
na posicao especificada.

[00184]A incorporacao de aminoacido nao-natural in vivo pode ser feita sem
perturbagao significativa da célula hospedeira eucariotica. Por exemplo, devido ao
fato da eficiéncia de supressao para o codon UAG depender da competicdo entre o
O-RNAt incluindo, porém sem se limitar, ao RNAt supressor ambar, e um fator de
liberagao eucariético (incluindo, porém sem se limitar, ao eRF) (o qual se liga a um
cédon de parada e inicia a liberacdo do peptideo de crescimento do ribossomo), a
eficiéncia da supressado pode ser modulada por, incluindo, porém sem se limitar, ao
aumento do nivel de expressao de O-RNAt, e/ou o RNAt supressor.

[00185]Aminoacido nao-naturais também pode ser codificados com cddons
raros. Por exemplo, quando a concentragao de arginina em uma reagao de sintese
de proteina in vitro é reduzida, o cédon de arginina rara, AGG, demonstrou ser efici-
ente para insercao de Ala por um RNAt sintético acilado com alanina. Ver, por
exemplo, Ma et al, Biochemistry, 32:7939 (1993). Neste caso, o RNAt sintético com-
pete com p RNAtArg de ocorréncia natural, o qual existe como uma espécie secun-
daria em Escherichia coli. Alguns organismos nao usam todos os codons triplete. Um
cédon AGA néo-atribuido em Micococcus luteus foi utilizado para inser¢ao dos ami-

noacidos em um extrato de transcrigdo/tradugao in vitro. Ver, por exemplo, Kowal e
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Oliver, Nucl. Acid. Res., 25: 4685 (1997). Componentes da presente invengao po-
dem ser gerados para usar esses codons raros in vivo.

[00186]Cddons seletores também compreendem cédons prolongados inclu-
indo, porém sem se limitar, a quatro ou mais cdédons de base, tais como quatro, cin-
Co, seis ou mais cdédons de base. Exemplos de codons com quatro bases incluem,
porém nao estdo limitados, a AGGA, CUAG, UAGA, CCCU e semelhantes. Exem-
plos de cédons com cinco bases incluem, porém nao estdo limitados, a AGGAC,
CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC e semelhantes. Uma caracteristica da
invencao inclui o uso de codons prolongados baseando-se na supressao de frames-
hift. Cédons de quatro ou mais bases podem inserir incluindo, porém sem se limitar,
a um ou mais aminoacido nao-naturais multiplos na mesma proteina. Por exemplo,
na presenca de O-RNAts modificados incluindo, porém sem se limitar, a RNAts su-
pressores de frameshift especiais, com algcas de anti-codons, por exemplo, com al-
¢as de anti-codon com pelo menos 8 a 10 nt, o cédon com quatro ou mais bases
esta pronto como um unico aminoacido. Em outras modalidades, as al¢as anti-cédon
podem codificar, incluindo, porém sem se limitar, a um cédon com quatro bases, pe-
lo menos um coédon com cinco bases ou pelo menos um coédon com seis bases ou
mais. Uma vez que existem 256 codons com quatro bases possiveis, varios aminoa-
cidos nao-naturais podem ser codificados na mesma célula usando um cédon com
quatro ou mais bases. Ver Anderson et al., (2002) Exploring the Limits of Codon and

Anticodon Size, Chemistry and Biology, 9:237-244; Magliery, (2001) Expanding the

Genetic Code: Selection of Efficient Suppressors of Four-base Codons and Identifi-
cation of "Shifty" Four-base Codons with a Library Approach in Escherichia coli, J.
Mol. Biol. 307: 755-769.

[00187]Por exemplo, codons com quatro bases foram usados para incorpo-
rar aminoacidos nao-naturais em proteinas usando métodos biossintéticos in vitro.
Ver, por exemplo, Ma et al., (1993) Biochemistry. 32:7939; e Hohsaka et al., (1999)
J. Am. Chem. Soc, 121:34. CGGG e AGGU foram usados para incorporar simulta-

neamente 2-naftilalanina e um derivado NBD da lisina em estreptavidina in vitro com
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dois RNAts supressores de frameshift quimicamente acilados. Ver, por exemplo,
Hohsaka et al., (1999) J. Am. Chem. Soc, 121 :12194. Em um estudo in vivo, Moore
et al. examinaram a capacidade de derivados RNAtLeu com anticodons NCUA su-
primirem codons UAGN (N pode ser U, A, G ou C) e descobriram que o quadruplete
UAGA pode ser decodificado por uma RNAtLeu com um anticodon UCUA com uma
eficiéncia de 13 a 26% com pouca decodificagao na estrutura 0 ou -1. Ver Moore et
al., (2000) J. Mol. Biol., 298:195. Em uma modalidade, cédons prolongados com ba-
se em codons raros ou em codons sem sentido podem ser usados na presente in-
vencgao, os quais podem reduzir a leitura sem sentido e a supressao de frameshift
em outros sitios indesejados.

[00188]Para um dado sistema, um codon seletor também pode incluir um
trés codons de bases naturais, onde o sistema enddégeno nao usa (ou raramente
usa) o codon de base natural. Por exemplo, este inclui um sistema que esta faltando
um RNAt que reconhece o cédon com trés bases natural e/ou um sistema onde o
codon com trés bases € um codon raro.

[00189]Cbdons seletores opcionalmente incluem pares de bases artificiais.
Estes pares de bases artificiais ainda expandem o alfabeto genético existente. Um
par de bases extra aumenta a quantidade de codons triplete de 64 para 125. Propri-
edades do terceiro par de bases incluem o pareamento de bases estavel e eficaz, a
incorporacao enzimatica eficiente no DNA com alta fidelidade por uma polimerase, e
o prolongamento do iniciador continuado eficiente depois da sintese do par de bases
artificial nascente. Descricdes dos pares de bases artificiais, as quais podem ser
adaptadas para os métodos e composi¢des incluem, por exemplo, Hirao, et al.,
(2002) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues into protein,
Nature Biotechnology, 20:177-182. Ver também, Wu, Y., et al., (2002) J. Am. Chem.
Soc. 124: 14626-14630. Outras publicacdes relevantes estao listadas abaixo.

[00190]Para o uso in vivo, o nucleosideo artificial € permeavel a membrana e
¢é fosforilado para formar o trifosfato correspondente. Além disso, a informacao gené-

tica aumentada é estavel e nao destruida por enzimas celulares. Esforgos anteriores
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de Brenner e outros tiraram vantagem dos padrdes de ligacdo de hidrogénio que sao
diferentes daqueles nos pares candnicos Watson-Crick, o exemplo mais notavel
sendo o par ISO-C:ISO-G. Ver, por exemplo, Switzer et al., (1989) J. Am. Chem.
Soc, 111 :8322; e Piccirilli et al., (1990) Nature, 343:33; Kool, (2000) Curr. Opin.
Chem. Biol., 4:602. Essas bases geralmente desemparelham em algum grau com as
bases naturais e ndo podem ser enzimaticamente replicadas. Kool e colaboradores
demonstraram que interacdo de empacotamento hidrofébica entre as bases pode
substituir a ligagao de hidrogénio para guiar a formagao do par de bases. Ver Kool,
(2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602; e Guckian e Kool, (1998) Angew. Chem. Int.
Ed. Engl, 36, 2825. Em um esforgo para desenvolver um par de bases artificial que
satisfaga todos os requisitos acima, Schultz, Rosemberg e colaboradores sintetiza-
ram sistematicamente e estudaram varias bases hidrofdbicas artificiais. Um auto-par
PICS:PICS foi considerado como sendo mais estavel do que os pares de bases na-
turais, e pode ser eficientemente incorporado no DNA pelo fragmento Klenow da
DNA polimerase | de Escherichia coli (KF). Ver, por exemplo, McMinn et al., (1999)
J. Am. Chem. Soc 121 :11585-6; e Ogawa et al., (2000) J. Am. Chem. Soc,
122:3274. Um auto-par 3MN:3MN pode ser sintetizado por KF com eficiéncia e sele-
tividade suficientes para a funcao biolégica. Ver, por exemplo, Ogawa et al., (2000)
J. Am. Chem. Soc., 122: 8803. Entretanto, ambas as bases atuam como um termi-
nador de cadeia para replicacao posterior. Uma DNA polimerase mutante foi recen-
temente desenvolvida que pode ser usada para replicar o auto par PICS. Além disso,
um auto par 7Al pode ser replicado. Ver, por exemplo, Tae et al., (2001) J. Am.
Chem. Soc, 123:7439. Um novo par de metalobase, Dipic:Py, também foi desenvol-
vido, o qual forma um par estavel na ligacao ao Cu(ll). Ver Meggers et al., (2000) J.
Am. Chem. Soc. 122:10714. Devido ao fato dos cédons prolongados e codons artifi-
ciais serem intrinsecamente ortogonais aos cdédons naturais, os métodos da inven-
¢ao podem tirar vantagem desta propriedade para gerar RNAts ortogonais para eles.

[00191]Um sistema de passagem secundaria de tradugcdo pode também ser

usado para incorporar um aminoacido artificial em um polipeptideo desejado. Em um
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sistema de passagem secundaria de tradugédo, uma sequéncia grande € incorporada
em um gene, porem nao € traduzida em proteina. A sequéncia contém uma estrutura
que serve como uma sugestao para induzir o ribossomo a saltar pela sequéncia e
reiniciar a tradugao a jusante da insergao.

[00192]Em certas modalidades, a proteina ou polipeptideo de interesse (ou
porcao sua) nos métodos e/ou composi¢cdes da invengao é codificada por um acido
nucleico. Tipicamente, o acido nucleico compreende pelo menos um cédon seletor,
pelo menos dois cdédons seletores, pelo menos trés codons seletores, pelo menos
quatro codons seletores, pelo menos cinco codons seletores, pelo menos seis co-
dons seletores, pelo menos sete cddons seletores, pelo menos oito codons seleto-
res, pelo menos nove cddons seletores, dez ou mais codons seletores.

[00193]Genes codificados para as proteinas ou polipeptideos de interesse
podem ser modificados usando métodos conhecidos por uma pessoa versada na
técnica e aqui descritos para incluir, por exemplo, um ou mais codons seletores para
a incorporacdo de um aminoacido artificial. Por exemplo, um &acido nucleico para
uma proteina de interesse € modificado para incluir um ou mais cdédons seletores,
sustentando a incorporagdo de um ou mais aminoacido n&o-naturais. A invengao
inclui qualquer tal variante incluindo, porém sem se limitar, aos mutantes, versoes de
qualquer proteina, por exemplo, incluindo pelo menos um aminoacido artificial. Se-
melhantemente, a invengao também inclui acidos nucleicos correspondentes, isto €,
um acido nucleico com um ou mais cédons seletores que codifica um ou mais ami-
noacido nao-naturais.

[00194]Moléculas de acido nucleico codificando uma proteina de interesse,
tal como o polipeptideo FGF-21 pode ser prontamente modificado para introduzir
uma cistina em qualquer posi¢cdo desejada do polipeptideo. A cisteina € amplamente
usada para introduzir moléculas reativas, polimeros hidrossoluveis, proteinas ou
uma ampla variedade de outras moléculas em uma proteina de interesse. Métodos
adequados para a incorporagado da cisteina em uma posicdo desejada de um poli-

peptideo s&o conhecidos por uma pessoa normalmente versada na técnica, tais co-
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mo aqueles descritos na Patente Americana No. 6.608.183, o qual é incorporado
aqui por referéncia, e técnicas de mutagénese padrdes.

IV.Aminoacidos Codificados Artificialmente

[00195]Uma variedade muito ampla de aminoacidos codificados artificial-
mente é adequada para o uso na presente invencao. Qualquer variedade de amino-
acidos codificados artificialmente pode ser introduzida em um polipeptideo FGF-21.
Em geral, os aminoacidos codificados artificialmente introduzidos sao substancial-
mente quimicamente inertes para os 20 aminoacidos comuns geneticamente codifi-
cados (isto é, alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, aci-
do glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, pro-
lina, serina, treonina, triptofano, tirosina e valina). Em algumas modalidades, os ami-
noacidos codificados artificialmente incluem grupos funcionais de cadeias laterais
que reagem eficientemente e seletivamente com grupos funcionais nao encontrados
nos 20 aminoacidos comuns (incluindo, porém sem se limitar, aos grupos azido, ce-
tona, aldeido e amindxi) para formar conjugados estaveis. Por exemplo, um polipep-
tideo FGF-21 que inclui um aminoacido de ocorréncia nao-natural contendo um gru-
po funcional azido pode reagir com um polimero (incluindo, porém sem se limitar, a
(poli)etilenoglicol, ou alternativamente, um segundo polipeptideo contendo uma por-
¢ao alquino para formar um conjugado estavel resultando para a reagao seletiva da
azida e os grupos alquino funcionais para formar um produto de cicloadigdo de
Huisgen [3+2].

[00196]A estrutura genérica de um alfa-aminoacido é ilustrada a seguir

(Férmula I):

HzN COOH

[00197]Um aminoacido codificado nao-naturalmente é tipicamente qualquer
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estrutura com a formula listada acima, em que o grupo R é qualquer substituinte dife-
rente daquele usado nos vinte aminoacidos naturais, e pode ser adequado para uso
na presente invencao. Devido ao fato dos aminoacidos codificados artificialmente da
invencao diferirem tipicamente dos aminoacidos naturais somente na estrutura da
cadeia lateral, os aminoacidos codificados artificialmente formam ligacbes amida
com outros aminoacidos incluindo, porém sem se limitar, a um codificado natural-
mente ou artificialmente, da mesma forma na qual eles sdo formados em polipepti-
deos de ocorréncia natural. Entretanto, os aminoacidos n&o-naturalmente codifica-
dos tém grupos de cadeias laterais que os distinguem dos aminoacidos naturais. Por
exemplo, R compreende opcionalmente um grupo alquil, aril, acil, ceto, azido, hidro-
xila, hidrazina, ciano, halo, hidrazida, alquenil, alquinil, éter.tiol, seleno, sulfonil, bora-
to, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico, enona, imina, aldeido, éster, tioa-
cido, hidroxilamina, amino ou semelhante ou qualquer combinacdo desses. Outros
aminoacidos de ocorréncia natural de interesse que podem ser adequados para o
uso na presente invengao incluem, porém nao estdo limitados, aos aminoacidos
compreendendo um reticulador fotoativavel, aminoacidos marcados por rotacao,
aminoacidos fluorescentes, aminoacidos de ligagdo a metal, aminoacidos contendo
metais, aminoacidos radioativos, aminoacidos com novos grupo funcionais, aminoa-
cidos que interagem covalentemente ou ndo-covalentemente com outras moléculas,
fotoaprisionadas e/ou aminoacidos fotoisomerizaveis, aminoacidos compreendendo
biotina ou um analogo de biotina, aminoacidos glicosilados tal como uma serina
substituida com acgucar, outros aminoacidos modificados com carboidrato, aminoaci-
dos contendo ceto, aminoacidos compreendendo polietilenoglicol ou poliéter, amino-
acidos substituidos com atomos pesados, aminoacidos quimicamente clivaveis e/ou
fotoclivaveis, aminoacidos com cadeias laterais alongadas em comparagdao com
aminoacidos naturais, porém sem se limitar, aos poliéteres de hidrocarbonetos de
cadeia longa incluindo, porém sem se limitar, a mais do que cerca de 5 ou mais do
que cerca de 10 carbonos, aminoacidos contendo agucar ligado ao carbono, amino-

acidos com atividade redox, aminoacidos contendo aminotioacido e aminoacidos
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compreendendo uma ou mais por¢des toxicas.

[00198]Aminoacidos artificialmente codificados exemplares que podem ser
adequados para uso na presente invengao e que sao Uteis para as reagdes com po-
limeros hidrossoluveis incluem, porém nao estao limitados, aqueles com grupos rea-
tivos carbonil, amindxi, hidrazina, hidrazida, semicarbazida, azida e alquino. Em al-
gumas modalidades, aminoacidos artificialmente codificados compreendem uma
porcao sacaridica. Exemplos de tais aminoacidos incluem N-acetil-L-glicosaminil-L-
serina, N- acetil-L-galactosaminil-L-serina, N-acetil-L-glicosaminil-L-treonina, N-
acetil-L- glicosaminil-L-asparagina e O-manosaminil-L-serina. Exemplos de tais ami-
noacidos também incluem exemplos onde a ligagcdo com N ou O de ocorréncia natu-
ral entre o aminoacido e o sacarideo € substituida por uma ligagao covalente nao
encontrada comumente na natureza — incluindo, porém sem se limitar, a um alque-
no, oxima, tioéter, uma amida e semelhantes. Exemplos de tais aminoacidos tam-
bém incluem sacarideos que ndo sao comumente encontrados nas proteinas de
ocorréncia natural, tais como 2-desoxiglicose, 2-desoxigalactose e semelhantes.

[00199]Muitos dos aminoacidos artificialmente codificados aqui fornecidos
sdo comercialmente disponiveis, por exemplo, de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), Novabiochem (uma divisdo de EMD Biosciences, Darmstadt, Alemanha), ou
Peptech (Burlington, MA, EUA). Aqueles que ndo sdo comercialmente disponiveis
sdo opcionalmente sintetizados conforme aqui fornecido ou usando métodos padrao
conhecidos pelas pessoas normalmente versadas na técnica. Para técnicas de sin-
tese organica ver, por exemplo, Organic Chemistry de Fessendon e Fessendon,
(1982, Segunda Edicado, Willard Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic
Chemistry por March (Terceira Edi¢cao, 1985, Wiley and Sons, Nova lorque); e Ad-
vanced Organic Chemistry por Carey e Sundberg (Terceira Edicdo, Partes A e B,
1990, Plenum Press, Nova lorque). Ver também as Patentes Americanas Nos.
7.045.337 e 7.083.970, as quais sao aqui incorporadas por referéncia. Além dos
aminoacido nao-naturais que contém novas cadeias laterais, aminoacido nao-

naturais que podem ser adequados para uso na presente invengao também com-
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preendem opcionalmente estruturas de suporte modificadas incluindo, porém sem se

limitar, as estruturas ilustradas pelas Formulas Il e IlI:

II
R
A
I
X
III
H2N><COZH

em que Z tipicamente compreende OH, NH2, SH, NH-R', ou S-R'; X e Y, os
quais podem ser iguais ou diferentes, tipicamente compreendem S ou O, e R e R’;
0s quais sado opcionalmente iguais ou diferentes, sao tipicamente selecionados da
mesma lista de constituintes para o grupo R descrito acima para os aminoacido nao-
naturais de Férmula |, assim como hidrogénio. Por exemplo, aminoacidos n&o-
naturais da invengao opcionalmente compreendem substituigdes no grupo amino ou
carboxil conforme ilustrado pelas Férmulas Il e Ill. Aminoacidos nao-naturais desse
tipo incluem, porém nado estdo limitados, aos a-hidroxiacidos a-tioacidos, a-
aminotiocarboxilatos incluindo, porém sem se limitar, a com cadeias laterais corres-
pondendo aos vinte aminoacidos naturais comuns ou as cadeias laterais artificiais.
Além disso, substituintes no carbono a incluem, porém nao estao limitados, aos
aminoacidos L, D o a-a-dissubstituidos tais como D-glutamato, D-alanina, D-metil-O-
tirosina, acido aminobutirico e semelhante. Outras alternativas estruturais incluem
aminoacidos ciclicos, tais como analogos da prolina, assim como analogos do anel
prolina com 3, 4, 6, 7, 8 ou 9 membros, 3 e y-aminoacidos, tal como B-alanina substi-
tuida e acido y-aminobutirico.

[00200]Muitos aminoacidos nao-naturais sdo a base de aminoacidos natu-
rais, tais como tirosina, glutamina, fenilalanina e semelhantes, e sdo adequados para
uso na presente invengao. Analogos de tirosina incluem, porém nao estao limitados,

as tirosinas para-substituidas, tirosinas orto-substituidas e tirosinas meta-
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substituidas,onde a tirosina substituida compreende, incluindo porém sem se limitar,
a um grupo ceto (incluindo, porém sem se limitar, a um grupo acetil), um grupo ben-
zoil, um grupo amino, uma hidrazina, hidroxiamina, um grupo tiol, um grupo carboxi,
um grupo isopropil,um grupo metil, uma cadeia linear ou hidrocarboneto ramificado
de Cs a C20, um hidrocarboneto saturado ou insaturado, um grupo O-metil, um grupo
poliéter, um grupo nitro, um grupo alquinil ou semelhante. Além disso, uma varieda-
de de anéis aril substituidos também & contemplada. Analogos de glutamina que
podem ser adequados para uso na presente invengao incluem, porém nao estao li-
mitados, a derivados a-hidroxi, derivados y-substituidos, derivados ciclicos e deriva-
dos de glutamina substituida com amida. Analogos de fenilalaina exemplares que
podem ser adequados para uso na presente invengao incluem, porém nao estao li-
mitados, as fenilalaninas para-substituidas, fenilalaninas orto-substituidas e fenilala-
ninas meta-substituidas, onde o substituinte compreende, incluindo, porém sem se
limitar, a um grupo hidroxi, um grupo metoxi, alil, aldeido, azido, iodo, bromo, ceto
(incluindo, porém sem se limitar, a um grupo acetil), benzoil, alquinil ou semelhante.
Exemplos especificos de aminoacido nao-naturais que podem ser adequados para
uso na presente invencdo incluem, porém nao estdo limitados, a p-acetil-L-
fenilalanina, O-metil-L-tirosina, L-3-(2-naftil)alanina, 3-metilfenilalanina e O-4-alil-L-
tirosina, 4-propil-L-tirosina, tri-O-acetil-GIcNAcB-serina, L-dopa, fenilalanina fluorada,
isopropil-L-fenilalanina, p-azido-L-fenilalanina, p-acil-L-fenilalanina, p-benzoil-L-
fenilalanina, L-fosfosserina, fosfonosserina, fosfonotirosina, p-iodofenilalanina, p-
bromofenilalanina, p-amino-L-fenilalanina, isopropil-L-fenilalanina, p-
proprgiloxifenilalanina e semelhantes. Exemplos de estruturas de uma variedade de
aminoacido ndo-naturais que podem ser adequados para uso na presente invengao
sao fornecidos, por exemplo, em WO 2002/085923, intitulado “In vivo incorporation
of unnatural amino acids.” Ver também Kiick et al., (2002) Incorporation of azides into
recombinant proteins for chemoselective modification by the Staudinger ligation,
PNAS 99:19-24, o qual é aqui incorporado por referéncia, para outros analogos de

metionina. O Pedido Internacional No. PCT/US06/47822, intitulado “Compositions

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 111/412



94/345

Containing, Methods Involving, and Uses of Non-natural Amino Acids and Polypepti-
des”, o qual é aqui incorporado por referéncia, descreve a alquilagdo redutiva de
por¢cdes aminoaromaticas incluindo, porém sem se limitar, a p-aminofenilalanina em
aminacgao redutiva.

[00201]Em uma modalidade, composi¢cdes de um polipeptideo FGF-21 que
incluem um aminoacido artificial (tal como p-(propargiloxi)-fenilalanina) sao forneci-
das. Varias composi¢cdes compreendendo p-(propargiléxi)-fenilalanina e, incluindo,
porém sem se limitar, as proteinas e/ou células, também sao fornecidas. Em um as-
pecto, uma composi¢cao que inclui o aminoacido p-(propargiloxi)-fenilalanina artificial
também inclui um RNAt ortogonal. O aminoacido artificial pode estar ligado (incluin-
do, porém sem se limitar, a ligagdo covalente) ao RNAt ortogonal, incluindo, porém
sem se limitar, a estar covalentemente ligado ao RNAt ortogonal por meio de uma
ligacdo aminoacil, covalentemente ligado a um 3’'OH ou 2’0OH de um agucar ribose
terminal do RNAt ortogonal, etc.

[00202]As porgdes quimicas através de aminoacido nao-naturais que podem
ser incorporadas nas proteinas oferecem uma variedade de vantagens e manipula-
¢bes da proteina. Por exemplo, a unica reatividade de um grupo ceto funcional per-
mite a modificagdo seletiva das proteinas com qualquer uma de uma variedade de
reagentes contendo hidrazina ou hidroxilamina in vitro e in vivo. Um aminoacido arti-
ficial com atomo pesado, por exemplo, pode ser util para dispor em fases os dados
da estrutura de raio-X. A introducao sitio-especifica dos atomos pesados usando
aminoacidos nao-naturais proporciona seletividade e flexibilidade na escolha das
posicoes para os atomos pesados. Aminoacidos nao-naturais fotorreativos (incluin-
do, porém sem se limitar, aos aminoacidos com cadeias laterais de benzofenona e
arilazidas (incluindo, porém sem se limitar a fenilazida)), por exemplo, permitem a
fotorreticulagao in vivo e in vitro de proteina. Exemplos de aminoacido nao-naturais
fotorreativos incluem, porém nao estdo limitados, ao p-azidofenilalanina, e p-
benzoilfenilalanina. A proteina com os aminoacidos nao-naturais fotorreativos pode

ser entao reticulada por excitacdo do controle temporal fornecedor de grupos fotor-
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reativos. Em um exemplo, o grupo metil de um aminoacido artificial pode ser substi-
tuido com um isotopicamente marcado incluindo, porém sem se limitar, ao grupo
metil, como uma sonda de estrutural local e dinédmica, incluindo, porém sem se limi-
tar, ao uso de ressonancia magnética nuclear e espectroscopia vibracional. Grupos
alquinil ou azido funcionais, por exemplo, permitem a modificacdo seletiva das prote-
inas com moléculas através de uma reagao de cicloadigao [3+2].

[00203]Um aminoacido artificial incorporado em um polipeptideo na parte
aminoterminal pode ser composto de um grupo R que é qualquer substituinte dife-
rente daquele usado nos vinte aminoacidos naturais e um segundo grupo reativo
diferente do grupo NH2 normalmente presente em oa-aminoacidos (ver Formula ).
Um aminoacido artificial similar pode ser incorporado no carboxil terminal com um
segundo grupo reativo diferente do grupo COOH normalmente presente nos o-
aminoacidos (ver Formula I).

[00204]0s aminoacidos nao-naturais da invengao podem ser selecionados
ou projetados para fornecer caracteristicas adicionais indisponiveis nos vinte amino-
acidos naturais. Por exemplo, aminoacido natural pode ser opcionalmente projetado
ou selecionado para modificar as propriedades bioldgicas de uma proteina, por
exemplo, na qual eles estdo incorporados. Por exemplo, as propriedades a seguir
podem ser opcionalmente modificadas por inclusdo de um aminoacido artificial em
uma proteina; toxicidade, biodistribuicdo, solubilidade, estabilidade, por exemplo,
térmica, hidrolitica, oxidativa, resisténcia a degradagao enzimatica e semelhantes,
facilidade de purificacdo e processamento, propriedades estruturais, propriedades
espectroscopicas, propriedades quimicas e/ou fotoquimicas, atividade catalitica, po-
tencial redox, meia-vida, capacidade de reagir com outras moléculas, por exemplo,
covalentemente ou ndo-covalentemente, e semelhantes.

ESTRUTURA E SINTESE DOS AMINOACIDO NAO-NATURAIS: GRUPOS
CARBONIL, TIPO CARBONIL, CARBONIL OCULTOS, CARBONIL PROTEGIDOS E
GRUPOS HIDROXILAMINA

[00205]Em algumas modalidades, a presente invencgao fornece FGF-21 liga-
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do a um polimero soluvel em agua, por exemplo, um PEG, por uma ligagdo oxima.

[00206]Muitos tipos de aminoacidos codificados artificialmente sdo adequa-
dos para a formacgao de ligagbes oxima. Estas incluem, porém nao estéo limitadas,
aos aminoacidos codificados artificialmente contendo um grupo carbonil, dicarbonil
ou hidroxilamina. Tais aminoacidos sao descritos nas Publicagdes de Patentes Ame-
ricanas Nos. 2006/0194256, 2006/0217532 e 2006/0217289 e WO 2006/069246 inti-
tulado “Compositions containing, methods involving, and uses of non-natural amino
acids and polypeptides,” os quais sao aqui incorporados por referéncia na sua totali-
dade. Aminoacidos artificialmente codificados também sdo descritos na Patente
Americana No. 7.083.970 e na Patente Americana No. 7.045.337, os quais sao aqui
incorporados por referéncia na sua totalidade.

[00207]Algumas modalidades da invengao utilizam polipeptideos FGF-21
que sdo substituidos em uma ou em mais posicdes com um aminoacido para-
acetilfenilalanina. As sinteses de p-acetil-(+/-)-fenilalanina e m-acetil-(+/-)-fenilalanina
sao descritas em Zhang, Z., et al., Biochemistry 42: 6735-6746 (2003), incorporadas
por referéncia. Outros aminoacidos contendo carbonil ou dicarbonil podem ser seme-
Ihantemente preparados por uma pessoa normalmente versada na técnica. Além
disso, sinteses exemplares n&o-limitativas do aminoacido artificial que estdo aqui
incluidas estao apresentadas nas FIGS. 4, 24 — 34 e 36 — 39 da Patente Americana
No. 7.083.970, a qual é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade.

[00208]Aminoacidos com um grupo reativo eletrofilico permitem uma varie-
dade de reagdes para ligar moléculas através de reacdes de adicao nucleofilica en-
tre si. Tais grupos reativos eletrofilicos incluem um grupo carbonil (incluindo um gru-
po ceto e um grupo dicarbonil), um grupo tipo carbonil (o qual tem reatividade similar
a um grupo carbonil (incluindo um grupo ceto e um grupo dicarboil) e é estrutural-
mente semelhante a um grupo carbonil), um grupo carbonil oculto (o qual pode ser
prontamente convertido em um grupo carbonil (incluindo um grupo ceto e um grupo
dicarbonil) ou um grupo carbonil protegido (o qual tem reatividade similar a um grupo

carbonil (incluindo um grupo ceto e um grupo dicarbonil) na desprotecao). Tais ami-
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noacidos incluem aminoacidos com a estrutura da Formula (1V):

Rz
Ry A J
N7 e R
R R;
1\N/
H R4

© (Iv),

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquileno inferior, al-
quenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
inferior substituido, arileno, arileno substituido, hetroarileno, heteroarileno substitui-
do, alcarileno, alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R')-, -NR' -( alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R'")-, -CON(R")-(
alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R' )-( alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R')CO-( alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R)C(O)N(R')-, -N(R)C(S)N(R")-, -N(R)S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N- N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R")2-N(R')-N(R')-, onde
cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

o_ R

N,/
+N

o J.o s 53 oom S |
a)kxf{l\f ,%*f,%,w*y, ‘Af,%/N\o/Lou a*x‘;
Jé
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R é alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

cada R” é independentemente H, alquil, alquil substituido ou um grupo prote-
tor, ou quando mais de um grupo R” esta presente, dois R” opcionalmente formam
um heterocicloalquil;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo.

cada um de Rs e R4 é independentemente H, halogénio, alquil inferior ou al-
quil inferior substituido, ou Rs e R4 ou dois grupos Rs opcionalmente formam um ci-
cloalquil ou heterocicloalquil;

ou os grupos —A-B-J-R juntamente formam um cicloalquil ou heterocicloalquil
biciclico ou triciclico compreendendo pelo menos um grupo carbonil, incluindo um
grupo dicarbonil, grupo carbonil protegido, incluindo um grupo dicarbonil protegido,
ou um grupo carbonil oculto, incluindo um grupo dicarbonil oculto;

ou o grupo —J-R forma junto um cicloalquil ou heterocicloalquil monociclico
ou biciclico compreendendo pelo menos um grupo carbonil, incluindo um grupo di-
carbonil, um grupo carbonil protegido, incluindo um grupo dicarbonil protegido, ou
um grupo carbonil oculto, incluindo um grupo dicarbonil oculto;

com a condigao de que quando A é fenileno e cada Rs é H, B esta presente;
e que quando A é —(CH2)s- e cada Rs é H, B ndo é -NHC(O)(CH2CH2)-; e que quan-
do A e B estdo ausentes e cada Rs é H, R ndo & metil.

[00209]Além disso, com a estrutura de formula (V) sao incluidos:

© V),

em que:
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A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno substituido,
heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, arileno, arileno
substituido, hetroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarileno substituido,
aralquileno ou aralquileno substituido;

B é opcional, e quando presente € um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R')-, -NR' -(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R'")-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -N(R")CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, -N(R")C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -N(R")C(S)N(R")-, -N(R)S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde
cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

com a condi¢cao de que quando A é fenileno, B esta presente; e que quando
A é —(CH2)s-, B ndo é -NHC(O)(CH2CHz)-; e que quando A e B estao ausentes, R
nao é metil.

Além disso, aminoacidos com a estrutura da Formula (V1) séo incluidos:
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Ra
Ra BTR
O
Ra
Ra
R1 \N RZ
H
o VD),

em que:

B é um ligante selecionado do grupo consistindo de alquileno inferior, alqui-
leno inferior substituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior substituido, hetero-
alquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido, -O-, -O-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3,
-S(O)x(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -N(R')-, -NR'-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R")CO-
(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R")C(O)O-, -S(O)xN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -
N(R")C(S)N(R")-, -N(R")S(O)N(R")-, -N(R")-N=, -C(R")=N-, -C(R")=N- N(R')-, -C(R")=N-
N=, -C(R")2-N=N- e -C(R")2-N(R")-N(R")-, onde cada R é independentemente H, alquil
ou alquil substituido;

R é alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de H, halo-
génio, alquil, alquil substituido, -N(R")2, -C(O)x' onde k € 1, 2 ou 3, -C(O)N(R')2, -OR’
e -S(O)R', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido.

[00210]Além disso, os seguintes aminoacidos sao incluidos:
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H
SN S ~
\N N N
A
o]
OH n H
H,N H,N HoN
H,N OOH , o)

em que tais compostos sdo grupos aminoprotegidos, carboxil protegidos ou
sais seus. Além disso, qualquer um dos aminoacidos nao-naturais podem ser incor-
porados em um polipeptideo de aminoacido artificial.

[00211]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(VII) sao incluidos:

0 (VID)

em que

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)x(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R')-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R")CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R')C(O)N(R')-, -N(R")C(S)N(R")-, -N(R")S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde

cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;
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R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de H, halo-
génio, alquil, alquil substituido, -N(R")2, -C(O)x' onde k é 1, 2 ou 3, -C(O)N(R')2, -OR'
e -S(OkR', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido; e n é
de 0 a §;

com a condi¢ao de que quando A é —(CH2)s-, B ndo é -NHC(O)(CH2CHz2)-.

[00212]Além disso, os seguintes aminoacidos sao incluidos:

((L {L (KO 0.
NH 0.

OH OH
HN OH OH HZN% HoN

3 b

2 f; P 555
' ﬁ

» em que tais compostos sao opcionalmente
amino protegidos, opcionalmente carboxi protegidos, opcionalmente amino protegi-
dos e carboxil protegidos, ou um sal seu. Além disso, esses aminoacidos nao-
naturais e qualquer um dos aminoacidos n&o-naturais a seguir podem ser incorpora-
dos em um polipeptideo de aminoacidos artificial.

[00213]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

(VIIl) s&o incluidos:
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O (VIID),

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalcano inferior, heterocicloalcano inferior substituido, arileno,
arileno substituido, hetroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarileno
substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)x(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(0O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R'")-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R"CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXKN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -N(R)C(S)N(R')-, -N(R")S(O}XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N- N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R")2-N(R')-N(R')-, onde
cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, é H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 & opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo.

[00214]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 121/412



104/345

(IX) sao incluidos:

R e B0
a \r
W
Ra
Ra
R1\N Ra
H
o (IX),

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)«-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)x(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(0O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R')-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R")CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R')C(O)N(R')-, -N(R")C(S)N(R')-, -N(R")S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde
cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 € opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

em que cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de
H, halogénio, alquil, alquil substituido, -N(R')2, -C(O)x' onde k é 1, 2 ou 3, -
C(O)N(R")2, -OR' e -S(O)R', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil
substituido.

[00215]Além disso, os seguintes aminoacidos sao incluidos:
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VA
s e LA »
ETET T e

em que tais compostos sdo opcionalmente amino protegidos, opcionalmente
carboxi protegidos, opcionalmente amino protegidos e carbdxi protegidos, ou um sal
seu. Além disso, esses aminoacidos nao-naturais e qualquer um dos aminoacidos
nao-naturais a seguir podem ser incorporados em um polipeptideo de aminoacidos
artificial.

[00216]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Formula

(X) sao incluidos:

O
CRI /K/O>

R1\ RZ

© (X),

em que B é opcional, e quando presente € um ligante selecionado do grupo
consistindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior subs-
tituido, -O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -S(O)x-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)«(alquileno ou alquileno substituido)-, -
C(0)-, -C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquile-
no substituido)-, -N(R')-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -
CON(R')-(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou al-
quileno substituido)-, - N(R')CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R")C(O)O-, -
S(OXKN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -N(R)C(S)N(R')-, -N(R")S(O}XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde
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cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de H, halo-
génio, alquil, alquil substituido, -N(R")2, -C(O)x' onde k € 1, 2 ou 3, -C(O)N(R')2, -OR'
e -S(O)R', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido.

[00217]Além disso, os compostos a seguir sdo incluidos:

Lo LR B D Y
NH 0
H,N H HoN OH HZN/%OH HoN H HoN H HaN OH H.N H
b > s O 2 b O 2 O E
8
HoN OH
e © > em que tais compostos sdo opcionalmente amino protegidos, opci-

onalmente carbdxi protegidos, opcionalmente amino protegidos e carboxi protegidos,
ou um sal seu. Além disso, esses aminoacidos n&o-naturais e qualquer um dos ami-
noacidos nao-naturais a seguir podem ser incorporados em um polipeptideo de ami-
noacidos artificial.

[00218]Além das estruturas monocarbonilicas, os aminoacidos nao-naturais
descritos aqui podem incluir grupos tais como grupos dicarbonil, tipo dicarbonil, di-
carbonil oculto e dicarbonil protegido.

[00219]Por exemplo, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(XI) s&o incluidos:
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O (XD,

em que A é opcional, e quando presente é alquileno inferior, alquileno inferi-
or substituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno
inferior, alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, hetero-
alquileno substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substi-
tuido, arileno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno,
alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)x(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R')-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R")CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R')C(O)N(R')-, -N(R")C(S)N(R")-, -N(R")S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde
cada R é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo.

[00220]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula
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(XII) sdo incluidos:

Ra
Ra B\’rLR
0]
Ra
Ra
R1 ~ N R2
H
o (XID),

B é opcional, e quando presente é um ligante selecionado do grupo consis-
tindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior, alqueni-
leno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior substituido,
-O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno substitui-
do)-, -S(O)-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)-, -
C(0O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquileno subs-
tituido)-, -N(R")-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R')-, -CON(R')-
(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou alquileno
substituido)-, - N(R"CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R')C(O)O-, -
S(OXN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -N(R)C(S)N(R")-, -N(R)S(O)XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R")2-N(R')-N(R')-, onde
cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

em que cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de
H, halogénio, alquil, alquil substituido, -N(R')2, -C(O)x' onde k é 1, 2 ou 3, -
C(O)N(R")2, -OR' e -S(O)kR', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil
substituido.

[00221]Além disso, os seguintes aminoacidos sao incluidos:
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o H,N COOH
> em que tais compostos sao

opcionalmente amino protegidos, opcionalmente carboxi protegidos, opcionalmente
amino protegidos e carbdxi protegidos, ou um sal seu. Além disso, esses aminoaci-
dos nado-naturais e qualquer um dos aminoacidos ndo-naturais a seguir podem ser
incorporados em um polipeptideo de aminoacidos artificial.

[00222]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula
(XIl) s&o incluidos:

O

(CRa)n\ B)‘\H/ R

R1\N R2 O
H

¢ (X11D),

em que B é opcional, e quando presente € um ligante selecionado do grupo
consistindo de alquileno inferior, alquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno inferior subs-
tituido, -O-, -O-(alquileno ou alquileno substituido)-, -S-, -S-(alquileno ou alquileno
substituido)-, -S(O)x-, onde k é 1, 2 ou 3, -S(O)«(alquileno ou alquileno substituido)-, -
C(0)-, -C(O)-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno ou alquile-
no substituido)-, -N(R')-, -NR'-(alquileno ou alquileno substituido)-, -C(O)N(R")-, -
CON(R')-(alquileno ou alquileno substituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R')-(alquileno ou al-
quileno substituido)-, - N(R')CO-(alquileno ou alquileno substituido)-, - N(R")C(O)O-, -
S(OXKN(R')-, -N(R")C(O)N(R')-, -N(R)C(S)N(R')-, -N(R")S(O}XN(R')-, -N(R')-N=, -
C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- e -C(R')2-N(R')-N(R')-, onde
cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
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aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

em que cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de
H, halogénio, alquil, alquil substituido, -N(R')2, -C(O)x' onde k é 1, 2 ou 3, -
C(O)N(R")2, -OR' e -S(O)R', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil
substituido; e n € de 0 a 8.

[00223]Além disso, os seguintes aminoécidos sao inclul'dos

HA? i;fw Ay A %
gz v f ,
A zf

amino protegidos, opcionalmente carboxi protegidos, opcionalmente amino protegi-

Z

>em que tais compostos sao opcionalmente

dos e carboxi protegidos, ou um sal seu. Além disso, esses aminoacidos nao-
naturais e qualquer um dos aminoacidos n&o-naturais a seguir podem ser incorpora-
dos em um polipeptideo de aminoacidos artificial.

[00224]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(XIV) s&o incluidos:

0 0
P
AN R
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em que:

em que A é opcional, e quando presente é alquileno inferior, alquileno inferi-
or substituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno
inferior, alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, hetero-
alquileno substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substi-
tuido, arileno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno,
alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

X1 é C, S ou S(O); e L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou
N(R’)(alquileno substituido), onde R’ é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou ci-
cloalquil substituido.

[00225]Além disso, os compostos a seguir com a estrutura de Formula (XIV-

A) sao incluidos:

BN TR, (XIV-A)

em que: A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno infe-
rior substituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno
inferior, alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, hetero-
alquileno substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substi-
tuido, arileno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno,
alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;
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R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou N(R’)(alquileno subs-
tituido), onde R’ é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido.

[00226]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(XIV-B) sao incluidos:

0. 0
\\S//
A N R

em que A é opcional, e quando presente é alquileno inferior, alquileno inferi-
or substituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno
inferior, alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, hetero-
alquileno substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substi-
tuido, arileno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno,
alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 € opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou N(R’)(alquileno subs-
tituido), onde R’ é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido.

[00227]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

(XV) sé&o incluidos:

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 130/412



113/345

0 0
il
e
(CRERY)
R1HN C(O)R; (XV)

em que: A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno infe-
rior substituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno
inferior, alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, hetero-
alquileno substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substi-
tuido, arileno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno,
alcarileno substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 & opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

X1éC,SouS();ené0,1,2 3,4 o0ub5; ecada R®e R? em cada grupo
CR®R?® ¢ independentemente selecionado do grupo consistindo de H, alcdxi, alquila-
mina, halogénio, alquil, aril ou qualquer um dentre R® e R® juntos formam =0 ou um
cicloalquil, ou qualquer um aos grupos R® adjacentes pode formar um cicloalquil.

[00228]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(XV-A) séo incluidos:

RiHN C(0)R, (XV-A)

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 131/412



114/345

tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-
no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

néo, 1,2, 3,4 0ub5; e cada R® e R® em cada grupo CR2®R?® ¢ independente-
mente selecionado do grupo consistindo de H, alcoxi, alquilamina, halogénio, alquil,
aril ou qualquer um dentre R® e R? juntos formam =0 ou um cicloalquil, ou qualquer
um aos grupos R® adjacentes pode formar um cicloalquil.

[00229]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

(XV-B) sao incluidos:

\/
N
(

CRERY),

RiHN C(O)R, (XV-B)

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-
no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;
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R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

néo, 1,2, 3,4 0ub5; e cada R® e R® em cada grupo CR2R?® ¢ independente-
mente selecionado do grupo consistindo de H, alcoxi, alquilamina, halogénio, alquil,
aril ou qualquer um dentre R® e R? juntos formam =0 ou um cicloalquil, ou qualquer
um aos grupos R® adjacentes pode formar um cicloalquil.

[00230]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

(XV1) sao incluidos:

RyHN C(0)R, XVI):

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-
no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

X1 € C, S ou S(O); e L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou

N(R’)(alquileno substituido), onde R’ € H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou ci-
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cloalquil substituido.
[00231]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura da Férmula

(XVI-A) sao incluidos:

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-
no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 & opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou N(R’)(alquileno subs-
tituido), onde R’ é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido.

[00232]Além disso, os seguintes aminoacidos com a estrutura de Férmula

(XVI-B) séo incluidos:

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 134/412



117/345

RiHN C(O)R, (XVI-B)

em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-
no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

R é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, é H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo;

L é alquileno, alquileno substituido, N(R’)(alquileno) ou N(R’)(alquileno subs-
tituido), onde R’ é H, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido.

[00233]Além disso, aminoacidos com a estrutura de Férmula (XVII) s&o in-

cluidos:
R (0]
R;
R; A/M\(O
T;
~
R
RI\N R,
H
0 (XVID),
em que:
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em que:

A é opcional, e quando presente € alquileno inferior, alquileno inferior substi-
tuido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior substituido, alquenileno inferior,
alquenileno inferior substituido, alquinileno, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
substituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior substituido, ari-
leno, arileno substituido, heteroarileno, heteroarileno substituido, alcarileno, alcarile-

no substituido, aralquileno ou aralquileno substituido;

M é —C(Ra)-,
(b) (b) () o
v R \)'\r\/1 VRV, Vo)
/' L 30 / é(b) /' 0—3 ®) / —s—3 ()
@% Rk, ®% : ©% % ® ¢ R
(b) (b)
) o ®) R R
s R, I J“< / 3 JJ\{ / 3
’ C:..—C—é (b) o——c—g (b S—C—é (b)
Ao = | |
3 \ R,
R4 JJ‘T AN NS WP
@ (a) , () ou (a)

onde (a) indica ligagdo ao grupo A e (b) indica ligagdo aos respectivos gru-
pos carbonil, Rz e R4 sdo independentemente escolhidos de H, halogénio, alquil, al-
quil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido, ou Rse R4 ou dois grupos Rs ou
dois grupos R4 opcionalmente formam um cicloalquil ou um heterocicloalquil;

R é H, halogénio, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substitui-
do;

T3 € uma ligagédo, C(R)(R), O ou S, e R é H, halogénio, alquil, alquil substitu-
ido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo.

[00234]Além disso, aminoacido com a estrutura de Formula (XVIII) sao inclu-

idos:
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R]\N

(XVIII),

em que:
M é —C(Ra)-,
(b) (b) (b) (b)

g
(b) —0— (b)
RS e LI

(®) (b) (b)

@ @ Cou ., or @

onde (a) indica ligagcdo ao grupo A e (b) indica ligacao aos respectivos grupos car-
bonil, Rs e R4 sdo independentemente escolhidos de H, halogénio, alquil, alquil subs-
tituido, cicloalquil ou cicloalquil substituido, ou R3 e R4 ou dois grupos Rs ou dois
grupos R4 opcionalmente formam um cicloalquil ou um heterocicloalquil;

R é H, halogénio, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substitui-
do;

T3 € uma ligacédo, C(R)(R), O ou S, e R é H, halogénio, alquil, alquil substitu-
ido, cicloalquil ou cicloalquil substituido;

R1 é opcional, e quando presente, € H, um grupo amino protetor, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo; e

R2 é opcional, e quando presente, € OH, um grupo protetor éster, resina,
aminoacido, polipeptideo ou polinucleotideo.

cada Ra é independentemente selecionado do grupo consistindo de H, halo-
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génio, alquil, alquil substituido, -N(R")2, -C(O)xR' onde k é 1, 2 ou 3, -C(O)N(R'")2, -OR’
e -S(O)R', onde cada R’ é independentemente H, alquil ou alquil substituido.

[00235]Além disso, aminoacidos com a estrutura de Formula (XIX) sao inclu-

idos:
(XIX),
em que:
R é H, halogénio, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substitui-
do; e
TzéOousS.
[00236]Além disso, aminoacidos com a estrutura da Féormula (XX) sao inclu-
idos:
R 0
0
R
RI\N R,
H
© (XX),
em que:
R é H, halogénio, alquil, alquil substituido, cicloalquil ou cicloalquil substitui-
do.

[00237]Além disso, os seguintes aminoacidos com estruturas de Formula

(XXI) s&o incluidos:
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[00238]Em algumas modalidades, um polipeptideo compreendendo um ami-
noacido artificial € quimicamente modificado para gerar um grupo funcional carbonil
ou dicarbonil reativo. Por exemplo, uma funcionalidade aldeido util para reac¢des de
conjugacgao pode ser gerada a partir de uma funcionalidade com grupos amino e hi-
droxil adjacentes. Onde a molécula biologicamente ativa é um polipeptideo, por
exemplo, uma serina ou treonina N-terminal (a qual pode estar normalmente presen-
te ou pode ser exposta por digestdo quimica ou enzimatica), pode ser usada para
gerar uma funcionalidade aldeido sob condigdes de clivagem oxidativa branda usan-
do periodato. Ver Gaertner, et. al., Bioconjug. Chem. 3: 262-268 (1992); Geoghegan,
K. & Stroh, J., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (1992); Gaertner et al., J. Biol. Chem.
269:7224-7230 (1994). Entretanto, métodos conhecido na técnica s&o restritos ao
aminoacido e ao N-terminal do peptideo ou proteina.

[00239]Na presente invengéo, uma hidroxila adjacente com aminoacido arti-
ficial e grupo amino pode ser incorporada no polipeptideo como uma funcionalidade
aldeido “oculta”. Por exemplo, 5-hidroxilisina possui um grupo hidroxila adjacente a
amina épsilon. As condigbes reacionais para gerar o aldeido tipicamente envolvem a
adicdo de excesso molar de metaperiodato de sédio sob condi¢bes brandas para
evitar a oxidacdo em outros sitios no polipeptideo. O pH da reacdo de oxidacéo é
tipicamente de cerca de 7,0. Uma reacao tipica envolve a adicdo de excesso molar
de cerca de 1,5 de metaperiodato de sédio a uma solugdo tamponada do polipepti-
deo, seguido por incubagéo por cerca de 10 minutos no escuro. Ver, por exemplo,
Patente Americana No 6.423.685.

[00240]A funcionalidade carbonil ou dicarboil pode reagir seletivamente com
um reagente contendo hidroxilamina sob condi¢gbes brandas em solugdo aquosa pa-

ra formar a ligacdo oxima correspondente que € estavel sob condig¢des fisiologicas.
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Ver, por exemplo, Jencks, W. P., J. Am. Chem. Soc. 81, 475-481 (1959); Shao, J.
and Tarn, J. P., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995). Além disso, a reatividade
singular do grupo carbonil ou dicarbonil permite a modificagao seletiva na presenca
de outras cadeias laterais de aminoacidos. Ver, por exemplo, Cornish, V. W., et al.,
J. Am. Chem. Soc. 118:8150-8151 (1996); Geoghegan, K. F. & Stroh, J. G., Biocon-
jug. Chem. 3:138-146 (1992); Mahal, L. K., et al., Science 276:1125-1128 (1997).

[00241]Estrutura e Sintese dos Aminoacido n&o-naturais: Aminoacidos Con-
tendo Hidroxilamina

[00242]0O Pedido Provisério Americano No. 60/638.418 ¢é incorporado por re-
feréncia na sua totalidade. Deste modo, as descobertas fornecidas na Secao V (inti-
tulada “Aminoacidos nao-naturais”, Parte B (intitulada “Estrutura e Sintese de Ami-
noacido nao-naturais: Aminoacidos Contendo Hidroxilamina”), no Pedido de Patente
Proviséria Americana No. 60/638.418, aplicado plenamente aos métodos, composi-
¢bes (incluindo férmulas I-XXXV), técnicas e estratégias para fazer, purificar, carac-
terizar e usar aminoacidos nao-naturais, polipeptideos de aminoacidos nao-naturais
e polipeptideos de aminoacidos nao-naturais modificados descrito aqui até a mesma
extensdo que se tais descobertas fossem totalmente apresentadas aqui. As Publica-
¢odes de Patentes Americanas Nos. 2006/0194256, 2006/0217532 e 2006/0217289 e
WO 2006/069246 intituladas "Compositions containing, methods involving, and uses
of non-natural amino acids and polypeptides," também sao incorporadas aqui por
referéncia nas suas totalidades.

SINTESE QUIMICA DOS AMINOACIDOS NAO-NATURAIS

[00243]Muitos dos aminoacidos nao-naturais adequados para uso na pre-
sente invengao sao comercialmente disponiveis, por exemplo, de Sigma (EUA) ou
Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Aqueles que nao sdo comercialmente disponiveis sdo
opcionalmente sintetizados conforme aqui fornecidos ou conforme fornecidos em
varias publicagdes ou usando métodos padrdes conhecidos pelas pessoas normal-
mente versadas na técnica. Para técnicas de sintese orgénica, ver, por exemplo,

Organic Chemistry por Fessendon e Fessendon, (1982, Segunda Edi¢cao, Willard
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Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic Chemistry por March (Terceira Edi-
¢ao, 1985, Wiley and Sons, Nova lorque); e Advanced Organic Chemistry por Carey
e Sundberg (Terceira Edicao, Partes A e B, 1990, Plenum Press, Nova lorque). Ou-
tras publicagdes descrevendo a sintese de aminoacidos nao-naturais inclui, por
exemplo, WO 2002/085923 intitulado "In vivo incorporation of Unnatural Amino
Acids;” Matsoukas et al., (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669; King, F.E. & Kidd,
D.A.A. (1949) A New Synthesis ofGlutamine and of y-Dipeptides of Glutamic Acid
from Phthylated Intermediates. J. Chem. Soc, 3315-3319; Friedman, O. M. & Chat-
terrji, R. (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Substrates for Anti-
Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752; Craig, J.C. et al. (1988) Absolute
Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-4 [[4-(diethylamino)-I-
methylbutyl]Jamino]quinoline (Chloroquine). J. Org. Chem. 53, 1167-1170; Azoulay,
M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991) Glutamine analogues as Potential Antimalarials,
Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5; Koskinen, A.M.P. & Rapoport, H. (1989) Synthesis of
4-Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues. J.
Org. Chem. 54, 1859- 1866; Christie, B.D. & Rapoport, H. (1985) Synthesis of Opti-
cally Pure Pipecolates from L- Asparagine. Application to the Total Synthesis of (+)-
Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium lon Cyclization. J.
Org. Chem. 50:1239-1246; Barton et al., (1987) Synthesis of Novel alpha-Amino-
Acids and Derivatives Using Radical Chemistry: Synthesis of L- and D-alpha-Amino-
Adipic Acids, L-alpha-aminopimelic Acid and Appropriate Unsaturated Derivatives.
Tetrahedron 43:4297-4308; e, Subasinghe et al., (1992) Quisqualic acid analogues:
synthesis of beta-heterocyclic 2-aminopropanoic acid derivatives and their activity at
a novel quisqualate-sensitized site. J. Med. Chem. 35:4602-7. Ver também a Publi-
cacao de Patente Americana No. US 2004/0198637 intitulada "Protein Arrays," a
qual é aqui incorporada por referéncia.

A. Grupo Reativos Carbonil

[00244]Aminoacidos com um grupo reativo carbonil permitem uma variedade

de reagbes para ligar moléculas (incluindo, porém sem se limitar, a PEG, ou outras
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moléculas soluveis em agua) através de reacgdes de adigao nucleofilica ou conden-
sacgao alddlica, dentre outras.
[00245]Aminoacidos contendo carbonil exemplares podem ser representa-

dos da seguinte maneira:
(CH,),R4COR,

RsHN COR,

em que n € 0 — 10; R1 € um alquil, aril, alquil substituido, ou aril substituido;
R2 é H, alquil, aril, alquil substituido e aril substituido; e Rs € H, um aminoacido, um
polipeptideo ou um grupo de modificagdo amino terminal, e R4 € H, um aminoacido,
um polipeptideo ou um grupo de modificagdo carbdxi terminal. Em algumas modali-
dades, n € 1, R1 é fenil e R2 € um alquil simples (isto é, metil, etil ou propil) e a por-
¢ao cetona é posicionada na posi¢ao para em relacdo a cadeia lateral alquilica. Em
algumas modalidades, n € 1, R1 € fenil e Rz é alquil simples (isto é, metil, etil ou pro-
pil) e a porgao cetona € posicionada na posicdo meta em relagdo a cadeia alquilica
lateral.

[00246]A sintese de p-acetil-(+/-)-fenilalanina e m-acetil-(+/-)-fenilalanina é
descrita em Zhang, Z., et al., Biochemistry 42: 6735-6746 (2003), o qual € aqui in-
corporado por referéncia. Outros aminoacidos contendo carbonil podem ser seme-
Ihantemente preparados por uma pessoa normalmente versada na técnica.

[00247]Em algumas modalidades, um polipeptideo compreendendo um ami-
noacido ndo-naturalmente codificado é quimicamente modificado para gerar um gru-
po funcional carbonil reativo. Por exemplo, uma funcionalidade aldeido util para rea-
¢des de conjugacdo pode ser gerada a partir de uma funcionalidade com grupos
amino e hidroxila adjacentes. Onde a molécula biologicamente ativa € um polipepti-
deo, por exemplo, uma serina ou treonina N-terminal (a qual pode ser normalmente
presente ou pode ser exposta através de uma digestdo quimica ou enzimatica) pode
ser usada para gerar uma funcionalidade aldeido sob as condigdes de clivagem oxi-
dativas leves usando periodato. Ver, por exemplo, Gaertner, et al, Bioconjug. Chem.

3:262-268 (1992); Geoghegan, K. & Stroh, J., Bioconjug. Chem. 3:138-146 (1992);
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Gaertner et al, J. Biol. Chem. 269:7224-7230 (1994). Entretanto, métodos conheci-
dos na técnica séao restritos para aminoacido no N-terminal do peptideo ou proteina.

[00248]Na presente invencdo, um aminoacido nao naturalmente codificado
produzindo hidroxila e grupos amino podem ser incorporados no polipeptideo como
uma funcionalidade aldeido “mascarado”. Condi¢des de reagao para gerar o aldeido
tipicamente envolve adicdo de excesso molar de metaperiodato de sddio sob condi-
¢coes leves para evitar oxidagcdo em outros sitios dentro do polipeptideo. O pH da
reacao de oxidacao é tipicamente cerca de 7.0. Uma reacgao tipica envolve a adigcao
de cerca de 1,5 molar do excedido de meta periodato de sédio a uma solugao tem-
ponada do polipeptideo, seguido pela incubagao por cerca de 10 minutos no escuro.
Ver, por exemplo, Patente dos Estados Unidos No. 6.423.685, que € aqui incorpora-
do por referéncia.

[00249]A funcionalidade carbonila pode ser reagida seletivamente com um
reagente contendo hidrazina, hidrazida, hidroxilamina, ou semi-carbazida sob condi-
¢bes leves na solugdo aquosa para formar as correspondentes ligagdes hidrazona,
oxima, ou semi-carbazona, respetivamente, que sao estaveis sob condigdes fisiolo-
gicas. Ver, por exemplo, Jencks, W.P., J. Am. Chem. Soc. 81, 475-481 (1959); Shao,
J. e Tam, J.P., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995). Além disso, a unica reati-
vidade do grupo carbonila permite a modificacdo seletiva em presenca de outras ca-
deias laterais aminoacidos. Ver, por exemplo, Cornish, V.W. et al, J. Am. Chem. Soc.
118:8150-8151 (1996); Geoghegan, K.F. & Strih, J.G., Bioconjug. Chem. 3:138-146
(1992); Mahal, L.K., et al, Science 276:1125-1128 (1997).

B. Grupo reativos hidrazina, hidrazida ou semi-carbazida

[00250]Aminoacidos nao naturalmente codificados contendo um grupo nu-
cleofilico, tais como hidrazina, hidrazida ou semi-carbazida, permite a reagdo com
uma variedade de grupo eletrofilico para formar conjugados (incluindo, mas nao limi-
tado a, com PEG ou outros polimeros soluveis em agua).

[00251]Aminoacidos contendo hidrazina, hidrazida ou semi-carbazida exem-

plares podem ser representados como segue:
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(CH32)nR1A-C(O)-NH-HN>

RoHN COR;

[00252]Em que n € 0-10; R1 é uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila
substituida ou nao presente; X, € O, N, ou S ou nao presente; R2 € H, um aminoaci-
do, um polipeptideo, ou um grupo de modificagcdo amino terminal, e R3 é H, um ami-
noacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo carbdxi terminal.

[00253]Em algumas modalidades, n € 4, R1 n&o esta presente, e X é N. Em
algumas modalidades, n é 2, R1 nao esta presente, e X ndo esta presente. Em al-
gumas modalidades, n é 1, R1 é fenila, X é O, e o atomos de oxigénio esta posicio-
nado em para o grupo alifatico no anel arila.

[00254]Aminoacidos contendo hidrazida, hidrazina e semi-carbazida sao
disponiveis a partir de fontes comerciais. Por exemplo, L-glutamato-y-hidrazida esta
disponivel a partir de Sigma Chemical (St. Loius, MO). Outros aminoacidos nao co-
mercialmente disponiveis podem ser preparados por um versado na técnica. Ver, por
exemplo, Pat. dos EUA No. 6.281.211, que é aqui incorporado por referéncia.

[00255]Polipeptideos contendo aminoacidos nao naturalmente codificados
que produzem funcionalidades hidrazida, hidrazina ou semi-carbazida podem ser
reagidos eficientemente e seletividade com uma variedade de moléculas que contém
aldeidos ou outros grupos funcionais com reatividade quimica similar. Ver, por
exemplo Shao, J. e Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995). A reatividade
unica de grupos hidrazida, hidrazina e semi-carbazida fazem eles significantemente
mais reativos para aldeidos, cetonas e outros grupos eletrofilicos como comparado
aos grupos nucleofilicos presentes nos 20 aminoacidos comuns (incluindo, mas nao
limitado ao grupo hidroxila de serina ou treonina ou grupo aminos de lisina e N-
terminal).

C. Aminoacidos contendo aminodxi.

[00256]Aminoacidos nao naturalmente codificados contendo um grupo ami-

nooxi (também chamado uma hidroxilamina) permitiu para reagcdo com uma varieda-
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de de grupos eletrofilicos para formar conjugados (incluindo, mas nao limitados a,
com PEG ou outros polimeros soluveis em agua). Como hidrazinas, hidrazidas e
semi-carbazidas, a nucleofilicidade aumentada do grupo aminodxi permite sua rea-
cao eficientemente e seletivamente com uma variedade de moléculas que contém
aldeidos ou outros grupos funcionais com reatividade quimica similar. Ver, por
exemplo, Shao, J. e Tam, J., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995); H. Hang e
C. Bertozzi, Acc. Chem. Res. 34:727-736 (2001). Enquanto o resultado de reacéao
com um grupo hidrazina € a hidrazona correspondente, entretanto, uma oxima resul-
ta geralmente a partir da reagdo de um grupo aminodxi com um grupo contendo car-
bonila tal como cetona.

[00257]Aminoacidos exemplares contendo grupos aminooxi podem ser re-

presentados como segue:
(CHy)nRy-X-ACHg)m-Y-O-NH,

R,HN COR;

em que n é 0-10; R1 é uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila substitu-
ida ou n&o presente; X é O, N, S ou ndo presente; m € 0-10; Y=C(O) ou n&o presen-
te; R2 ;e H, um aminoacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo amino-
terminal, e R3 € H, um aminoacido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo
carboxi-terminal. Em algumas modalidades, n € 1, R1 é fenila, Xé O, mé 1, e Y esta
presente. Em algumas modalidades, n é 2, R1 e X n&o s&o presentes, mé 0, e Y
nao esta presente.

[00258]Aminoacidos contendo aminodxi podem ser preparados a partir de
precursores aminoacidos facilmente disponiveis (homoserina, serina e treonina).
Ver, por exemplo, M. Carrasco e R. Brown, J. Org. Chem. 68:8853-8858 (2003). Cer-
tos aminoacidos contendo aminooxi, tal como acido L-2-amino-4-(aminooxi)butirico,
tem sido isolado a partir de fontes naturais (Rosenthal, G., Life Sci. 60:1635-1641
(1997). Outros aminoacidos contendo aminodxi podem ser preparados por um ver-
sado na técnica.

D. Grupos reativos azida e alquino
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[00259]A reatividade unica dos grupos funcionais azida e alquino os fazem
extremamente uteis para a modificacdo seletiva de polipeptideos e outras moléculas
bioldgicas. Azidas organicas, particularmente azidas alifaticas, e alquinos séo geral-
mente estaveis para condi¢gdes quimicas reativas. Em particular, ambos, grupos azi-
da e alquino funcionais sao inertes para as cadeias laterais (isto €, grupos R) dos 20
aminoacidos comuns encontrados em polipeptideos de ocorréncia natural. Quando
trazido em proximidade, entretanto, a natureza “carregada de fonte” da azida e gru-
po alquino é revelada e eles reagem seletivamente e eficientemente através da rea-
¢ao de cicloadicdo [3+2] Huisgen para gerar o trizol correspondente. Ver, por exem-
plo, Chin J. et al, Science 301:964-7 (2003); Wang, Q., et al, J.Am. Chem. Soc. 125,
3192-3193 (2003); Chin, J. W, et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002).

[00260]Por que a reacgao de cicloadicdo de Huisgen envolve uma reagao de
cicloadicao seletiva (ver, por exemplo, Padwa, A., em COMPREHENSIVE ORGANIC
SYNTHESIS< Vol. 4 (ed. Trost, B. M., 1991), p. 1069-1109; Huisgen, R. em 1,3-
DIPOLAR CYCLOADDITION CHEMISTRY (ed. Padwa, A. 1984), p. 1-176) ao invém
de uma substituicdo nucleofilica, a incorporacdo de aminoacidos nao naturalmente
codificados produzindo azida e cadeias laterais contendo alquino permitem os poli-
peptideos resultantes serem modificados seletivamente na posicdo do aminoacido
nao naturalmente codificado. Reagao de cicloadicao envolvendo azida ou polipepti-
deo FGF-21 contendo alquino pode ser realizada em temperatura ambiente sob
condigdes aquosas pela adigdao de Cu(ll) (incluindo mas nao limitado a, na forma de
uma quantidade catalitica de CuSO4) em presenga de um agente redutor para redu-
zir Cu(ll) a Cu(l), no local, em quantidade catalitica. Ver, por exemplo, Wang, Q. et
al, JJAm. Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2003(; Tornoe, C.W., et al, J. Org. Chem.
67:3057-3064 (2002); Rostovtsev, et al, Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-2599 (2002).
Agentes redutores exemplares incluem, incluindo, mas nao limitados a, ascorbato,
cobre metalico, quinina, hidroquinona, vitamina K, glutationa, cisteina, Fe?*, Co?*, e
um potencial elétrico aplicado.

[00261]Em alguns casos, onde uma reacgao de cicloadi¢cédo [3+2] Huisgen en-
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tre uma azida e um alquino é desejada, o polipeptideo FGF-21 compreende um ami-
noacido nao naturalmente codificado compreendendo uma fragdo alquino e o poli-
mero soluvel em agua para ser ligada ao aminoacido compreende uma fragao azida.
Alternativamente, a reacao conversa (isto €, com a fragdo azida no aminoacido e a
fracao alquino presente no polimero soluvel em agua) pode também ser feita.

[00262]O grupo funcional azida pode também ser reagido seletivamente com
um polimero soluvel em agua contendo um éster arila e apropriadamente funcionali-
zada com uma fragao fosfina arila para gerar uma ligagdo amida. O grupo fosfino
arila reduz a azida no local e a amida resultante entdo reage eficientemente com
uma ligagao éster proximal para gerar a amida correspondente. Ver, por exemplo, E.
Saxon e C. Bertozzi, Science 287, 2007-2010 (2000). O aminoacido contendo azida
pode ser ou uma alquil azida (incluindo, mas nao limitado a, acido 2-amino-6-azido-
1-hexandico)ou um aril azida (p-azido-fenilalanina).

[00263]Polimeros soluveis em agua exemplares contendo um aril éster e

uma fragao fosfina pode ser representada como segue:

0 X
\\ HW
L T
=

PPh,

Em que X pode ser O, N, S ou nao presente, Ph é fenil, W € um polimero so-
luvel em agua e R pode ser H, alquila, arila, alquila substituida e grupos arila substi-
tuida. Grupos R exemplares incluem mas nao sao limitados a —CHz2, -C(CH3)3, -OR’,
-NR’R”, -SR’, -halogénio, -C(O)R’, -CONR'R”, -S(O)2R’, -S(O)2NR’'R”, -CN e —NO..
R’, R”, R”’e R”” cada independentemente refere-se a hidrogénio, heteroalquila subs-
tituida ou ndo substituida, arila substituida ou ndo substituida, incluindo, mas nao
limitado a arila substituida com 1-3 halogénios, alquila substituida ou nao substitui-
da, grupos alcoxi ou tioalcoxi, ou grupos arilalquila. Quando um composto da inven-
¢ao inclui mais que um grupo R, por exemplo, cada um dos grupos R é independen-

temente selecionado como sido cada grupo R’, R”, R, e R”” quando mais que um

desse grupos esta presente. Quando R’ e R” sdo ligados ao mesmo atomo de nitro-
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génio, eles podem ser combinados com o atomo de nitrogénio para formar um anel
de 5-, 6- ou 7-membros. Por exemplo, -NR’R” significa incluir, mas nao limitado a, 1-
pirrolidinil e 4-morfolinil. A partir da discussao acima de substituintes, um versado na
técnica entendera que o termo “alquila” significa incluir grupos incluindo atomos de
carbono ligados aos grupos outros que grupos hidrogénio, tais como haloalquila (in-
cluindo mas nao limitados a, -CF3 e —=CH2CF3) e acila (incluindo mas nao limitado a, -
C(O)CHgs, -C(O)CFs3, -C(O)CH20CHs, e semelhantes).

[00264]0 grupo funcional azida pode também ser reagido seletivamente com
um polimero soluvel em agua contendo um tioéster e apropriadamente funcionaliza-
do com uma fragao aril fosfina para gerar uma ligacado amida. O grupo aril fosfina
reduz a azida no local e a amida resultante entao reage eficientemente com a liga-
¢ao tioéster para gerar a amida correspondente. Polimeros soluveis em agua exem-
plares contendo um tioéster e uma fracao fosfina pode ser representada como se-

gue:

S X.
Ph,P(H,C);” \II/ W
o}

Em que n é 1-10; X pode ser O, N, S ou ndo presente, Ph é fenil, e W € um
polimero soluvel em agua.
[00265]Aminoacidos contendo alquino exemplares podem ser representados

como segue:
(CH2),R1X({CH;),,CCH

R,HN COR;

em que n e 0-10; R1 é uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila substitu-
ida ou ndo presente; X € O, N, S ou ndo presente; m é 0-10, R2 é H, um aminoacido,
um polipeptideo, ou grupo de modificagdo de amino-terminal, e R2 € H, um aminoa-
cido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo carboxi-terminal. Em algumas

modalidades, n € 1, R1 é fenila, X ndo esta presente, m é 0 e a fracdo acetileno é
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posicionada na posi¢cao para relativa a cadeia lateral alquila. Em algumas modalida-
des, n é 1, R1 é fenila, X ¢ O, m é 1 e o grupo propargildxi é posicionado na posigao
para relativa a cadeia lateral alquila (isto €, O-propargil-tirosina). Em algumas moda-
lidades, n é 1, R1 e X ndo sao presentes e m é 0 (isto &, proparilglicina).
[00266]Aminoacidos contendo alquino sdo comercialmente disponiveis. Por
exemplo, propargilglicina € comercialmente disponivel a partir de Peptech (Burling-
ton, MA). Alternativamente, aminoacidos contendo alquino podem ser preparados de
acordo com os métodos padrbes. Por exemplo, p-propargiloxifenilalanina pode ser
sintetizada, por exemplo, como descrito em Deiters, A., et al, J. Am. Chem. Soc.
125:11782-11783 (2003), e 4-alquinil-L-fenilalanina pode ser sintetizada com odes-
crito em Kayser, B., et al, Tetrahedron 53(7):2475-2484 (1997). Outros aminoacidos
contendo alquino podem ser preparados por um versado na técnica.
[00267]Aminoacidos contendo azida exemplares podem ser representados

COmo segue:

(CH2)aR1X(CHZ)mN;

R,HN COR;

em que n e 0-10; R1 € uma alquila, arila, alquila substituida, ou arila substitu-
ida ou nao presente; X é O, N, S ou ndo presente; m € 0-10, R2 € H, um aminoacido,
um polipeptideo, ou grupo de modificagdo de amino-terminal, € Rs € H, um aminoa-
cido, um polipeptideo, ou um grupo de modificagdo carboxi-terminal. Em algumas
modalidades, n é 1, R1 é fenila, X ndo esta presente, m € 0 e a fragdo azida é posi-
cionada na posi¢ao para relativa a cadeia lateral alquila. Em algumas modalidades,
n € 0-4, e R1 e X ndo estéo presentes, e m=0. Em algumas modalidades, n é 1, R1 é
fenila, X € O, m é 2 e a fragao B-azidoetdxi € posicionado na posi¢ao para relativa a
cadeia lateral alquila.

[00268]Aminoacidos contendo azida sao disponiveis a partir de fontes co-
merciais. Por exemplo, 4-azidofenilalanina pode ser obtida a partir de Chem-Impex

International, Inc. (Wood Dale, IL). Para aqueles aminoacidos contendo azida que
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nao sao comercialmente disponiveis, 0 grupo azida pode ser preparado relativamen-
te facilmente utilizando métodos padrées conhecidos pelos versados na técnica, in-
cluindo mas nao limitados, através da substituicdo de um grupo de saida adequado
(incluindo, mas néo limitado a, haleto, mesilato, tosilato) ou através da abertura de
uma lactona protegida adequada. Ver, por exemplo, Advanced Organic Chemistry by
March (Terceira Edi¢cao, 1985, Wiley e Sons, Nova lorque).

E. Grupos reativos aminotiol

[00269]A unica reativa de grupos funcionais aminotiol beta-substituidos os
fazem extremamente Uteis para a modificacado seletiva de polipeptideos e outras mo-
léculas que contém grupos aldeidos através da formagao doa tiazolidina. Ver, por
exemplo, J. Shao e J. Tam., J. Am. Chem. Soc. 1995, 117 (14) 3893-3899. Em al-
gumas modalidades, aminoacidos aminotiol beta-substituidos podem ser incorpora-
dos em polipeptideos FGF-21 e entdo reagidos com polimeros soluveis em agua
compreendendo uma funcionalidade aldeido. Em algumas modalidades, um polime-
ro soluvel em agua, conjugado a droga ou outro carga util pode ser acoplado a um
polipeptideo FGF-21 compreendendo um aminoacido aminotiol beta-substituido
através da formacéao de tiazolidina.

F. Grupos reativos adicionais

[00270]Grupos reativos adicionais € aminoacidos nao naturalmente codifica-
dos que podem ser incorporados em polipeptideos FGF-21 da invencao sao descri-
tos nos seguintes pedidos de patentes que sado todos incorporados por referéncia
em sua totalidade aqui: Pedido de Patente dos EUA No. 2006/0194256, Pedido de
Patente dos EUA No. 2006/0217532, Pedido de Patente dos EUA No.
2006/0217289, Patente Proviséria dos EUA No. 60/755.338; Patente Proviséria dos
EUA No. 60/755.711; Patente Proviséria dos EUA No. 60/755.018; Pedido de Paten-
te Internacional No. PCT/US06/49397; WO 2006/069246; Patente Provisoéria dos
EUA No. 60/743.041; Patente Proviséria dos EUA No. 60/743.040; Pedido de Paten-
te Internacional No. PCT/US06/47822; Patente Provisoria dos EUA No. 60/882.819;
Patente Proviséria dos EUA No. 60/882.500; e Patente Proviséria dos EUA No.
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60/870.584.

CAPTAGCAO CELULAR DE AMINOACIDOS NAO NATURAIS

[00271]Captacao de aminoacido nao natural pode uma célula € um assunto
que é tipicamente considerada quando designando e selecionado aminoacidos nao
naturais, incluindo, mas nao limitados, para incorporado em uma proteina. Por
exemplo, a densidade de alta carga de a-aminoacidos sugere que esses compostos
sao improvaveis para ser permeaveis. Aminoacidos naturais sao tomados na célula
eucaridtica através de uma colegao de sistemas de transporte baseados em protei-
na. Uma selecao rapida pode ser feita que acesse aminoacidos nao naturais, se
qualquer, sdo captados pelas células. Ver, por exemplo, os ensaios de toxicidade,
por exemplo, Pedido de Patente dos EUA No. US2004/0198637 intitulado “Protein
Arrays” que € incorporado aqui por referéncia; e Liu, D.R. & Schultz, P.G. (1999)
Progress for the evolution of an organism with an expanded genetic code. PNAD Es-
tados Unidos 96:4780-4785. Embora a captacao é facilmente analisada com varios
ensaios, uma alternativa para aminoacidos nao naturais designados que sao faceis
para vias de captacao celular é para prover vias biossintéticas para criar aminoaci-
dos in vivo.

BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS NAO NATURAIS

[00272]Muitas vias biossintéticas ja existem nas células para a produgao de
aminoacidos e outros compostos. Enquanto um método biossintético para um ami-
noacido n&o natural particular pode nao existir em natureza, incluindo, mas nao limi-
tado a, em uma célula, a invencao prové tais meétodos. Por exemplo, vias biossintese
para aminoacidos n&o naturais sdo opcionalmente gerados na célula hospedeira por
adicao de novas enzimas ou modificagdo de vias de célula hospedeira existentes.
Novas enzimas adicionais sdo opcionalmente enzimas de ocorréncia natural ou en-
zimas artificialmente envolvidas. Por exemplo, a biossintese de p-aminofenilalanina
(como apresentado em um exemplo em WO 2002/085923 intitulado “In vivo incorpo-
ration of unnatural amino acids”) se baseia na adigdo de uma combinagao de enzi-

mas conhecidas a partir de outros organismos. Os genes para essas enzimas po-
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dem ser introduzidos em uma célula eucariotica por transformacao da célula com um
plasmideo compreendendo os genes. Os genes, quando expressos na célula, pro-
vém uma via enzimatica para sintetizar o composto desejado. Exemplos dos tipos de
enzimas que sao opcionalmente adicionados sdo providos nos exemplos abaixo.
Sequéncias de enzimas adicionais que sao encontradas, por exemplo, no Genbank.
Enzimas artificialmente envolvidas sdo também opcionalmente adicionadas em uma
célula da mesma maneira. Desta maneira, a maquinaria celular e fontes de uma cé-
lula sdo manipuladas para produzir aminoacidos nao naturais.

[00273]Uma variedade de métodos é disponivel para produzir novas enzi-
mas para uso em vias biossintéticas ou para evolugao de vias existentes. Por exem-
plo, recombinagao recursiva, incluindo, mas nao limitados a, como desenvolvido por
Maxygen, Inc. (disponivel na World Wide Web em maxygen.com), € opcionalmente
utilizado para desenvolver novas enzimas e vias. Ver, por exemplo, Stemmer (1994),
Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling, Nature 370(4):389-391I e,
Stemmer (1994), DNA shuffling by random fragmentation and reassembly. In vitro
recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 91:10747-10751.
Similarmente DesignPath®, desenvolvido por Genercor (disponivel na World Wide
Web em genercor.com) é opcionalmente utilizado para construgdo de via metabdlica,
incluindo, mas nao limitado a, construgdo de uma via para criar O-metil-L-tirosina em
uma célula. Esta tecnologia reconstréi vias existentes em organismos hospedeiros
utilizando uma combinagdo de novos genes, incluindo, mas nao limitado aqueles
identificados através de gendmica funcional, e evolugdo molecular e desenho. Diver-
sa Corporationm (disponivel na World Wide Web em diversa.com) também prové
tecnologia para rapida selecdo de bibliotecas de genes e vias de gene, incluindo,
mas nao limitado a, criar novas vias.

[00274]Tipicamente, o aminoacido nao natural produzido com uma via bio-
sintética construida da invencgao é produzida em uma concentracéo suficiente para
biosintese de proteina eficiente incluindo, mas nao limitado a uma quantidade celular

natural mas n&o para tal grau como afetar a concentragao de outros aminoacidos ou
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exaustao de fontes celulares. Concentracgdes tipicas produzidas in vivo desta forma
sao cerca de 10 mM a cerca de 0,05 mM. Uma vez uma célula é transformada com
um plasmideo compreendendo os genes utilizados para produzir enzimas desejadas
para a via especifica € um aminoacido nao natural é gerada, selegdes in vivo sao
opcionalmente utilizadas para ainda otimizar a produgdo de aminoacido nao natural
para ambas, sintese de proteina ribossomal e crescimento celular.

POLIPEPTIDEOS COM AMINOACIDOS NAO NATURAIS

[00275]A incorporagdo de um aminoacido nao natural pode ser feita para
uma variedade de propdsitos, incluindo mas nao limitados a, mudangas nas termina-
¢bes na estrutura da proteina e/ou fungdo, mudanga do tamanho, acidez, nucleofili-
cidade, ligagcao a hidrogénio, hidrofobicidade, acessibilidade de sitios alvos de pro-
teases, alvos para uma fragao (incluindo mas nao limitados a, para uma rede de pro-
teina), adicionando uma molécula biologicamente ativa, ligando um polimero, ligan-
do um radioisétopo, modulando a meia vida sérica, modulando a penetragao tissular
(por exemplo, tumores), modulando transporte ativo, modulando tecido, especificida-
de ou distribuicdo celular ou em 6rgao, modulagdo da imunogenicidade, modulagao
da resisténcia a protease, etc. Proteinas que incluem um aminoacido nao natural
podem ter propriedades cataliticas ou biofisicas aumentadas ou mesmo inteiramente
novas. Por exemplo, as seguintes propriedades sao opcionalmente modificadas por
inclusdo de um aminoacido nao natural em uma proteina: toxicidade, biodistribuicéo,
propriedades estruturais, propriedades espectroscopicas, propriedades quimicas
e/ou fotoquimicas, habilidade catalitica, meia-vida (incluindo mas n&o limitado a,
meia-vida sérica), habilidade de reagir com outras moléculas, incluindo mas nao limi-
tada a, covalentemente ou ndo covalentemente, e semelhantes. As composicoes
incluindo proteinas que incluem pelo menos um aminoacido ndo natural sao uteis
para, incluindo mas nao limitadas a novas terapéuticas, diagnosticos, enzimas catali-
ticas, enzimas industriais, proteinas de ligagao (incluindo mas néao limitadas a, anti-
corpos), e incluindo mas nao limitadas a, estudo de estrutura e fungao de proteina.

Ver, por exemplo, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein
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Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4:645-652.

[00276]Em um aspecto da invengdo, uma composi¢ao inclui pelo menos
uma proteina com pelo menos um, incluindo, mas nao limitado a, pelo menos dois,
pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco, pelo menos seis, pelo menos
sete, pelo menos oito, pelo menos nove ou pelo menos dez ou mais aminoacidos
nao naturais. Os aminoacidos nao naturais podem ser os mesmos ou diferentes, in-
cluindo, mas nao limitados a, podem ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 ou mais sitios
diferentes na proteina que compreendem 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10 ou mais ami-
noacidos nao naturais diferentes. Em outro aspecto, uma composi¢ao inclui uma pro-
teina com pelo menos um, mas menos que todos, de um aminoacido particular pre-
sente na proteina € substituido com um aminoacido nao natural. Para uma dada pro-
teina com mais que um aminoacido nao natural, os aminoacidos nao naturais podem
ser idénticos ou diferentes (incluindo, mas nao limitados, a proteina pode incluir dois
ou mais tipos diferentes de aminoacidos nao naturais, ou podem incluir dois ou mais
aminoacidos nao naturais). Para uma dada proteina com mais que dois aminoacidos
nao naturais, os aminoacidos nao naturais podem ser os mesmos, diferentes ou uma
combinagao de um aminoacido nao natural multiplo do mesmo tipo com pelo menos
um aminodacido n&o natural diferente.

[00277]Proteinas ou polipeptideos de interesse com pelo menos um amino-
acido ndo natural sdo uma caracteristica da invengao. A invengao também inclui po-
lipeptideos ou proteinas com pelo menos um aminoacido ndo natural produzido utili-
zando as composi¢cdes e métodos da invengao. Um excipiente (incluindo, mas nao
limitado a, um excipiente farmaceuticamente aceitavel) pode também estar presente
com a proteina.

[00278]Por produgao de proteinas ou polipeptideos de interesse com pelo
menos um aminoacido nao natural em células eucariéticas, proteinas ou polipepti-
deos tipicamente incluirdo modificagdes pods-traducionais eucaridticas. Em certas
modalidades, uma proteina inclui pelo menos um aminoacido nao natural e pelo me-

nos uma modificacdo poés-traducional que é feita in vivo por uma célula eucarioética,

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 154/412



137/345

onde a modificagao pos-traducional nao é feita por uma célula procariota. Por exem-
plo, a modificagdo pods-traducional inclui, incluindo, mas nao limitada a acetilagao,
acilagcao, modificagao lipidica, palmitoilagcao, adicao de palmitato, fosforilagdo, modi-
ficagdo de ligacao de glicolipideo, glicosilacdo, e semelhantes. Em um aspecto, a
modificagao pds-traducional inclui ligagao de um oligossacarideo (incluindo, mas nao
limitado a, (GlcNAc-Man)2-Man-GIlcNAc-GIcNAc)) a uma asparagina por uma ligagao
Glc-Nac-asparagina. Ver Tabela 1 que lista algum exemplos de oligossacarideos N-
ligados de proteinas eucarioticas (residuos adicionais podem também estar presen-
tes, que ndo sao mostrados). Em outro aspecto, a modificacdo pds-traducional inclui
ligacdo de um oligossacarideo (incluindo, mas nao limitado a, Gal-GalNAc, Gal-
GIcNAc, etc) a uma serina ou treonina por uma ligacdo GalNAc-serina ou GalNAc-
treonina, ou uma ligagao GIcNAc-serina ou uma GIcNAc-treonina.

TABELA 1: EXEMPLOS DE OLIGOSSACARIDEOS ATRAVES DA
LIGACAO GIcNAc

Tipo Estrutura Base
Alta- | Mana1-6
manose > ME”{I']-B
Mana1-3 > Manp1-4GIcNACS1-4GIcNAC
Mana1-3
Hibrida Manu‘[.ﬁ
> ManB1-4GIcNACB1-4GIcNAG
GlcNACcp1-2 Mana1-3
Com- | GleNACB1-2—— Manal-6
plexa

> Manp1-4GIcNACB1-4GIcNA

GlcNAcp1-2 Mano1-3

Xiose | Mana1-6
> Manp1-4GIcNAcB1-4GIcNACB1-Asn

Xylp1-2

[00279]Em ainda outro aspecto, a modificagao pds-traducional inclui proces-

samento proteolitico de precursores (incluindo mas nao limitado a, precursor calcito-
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nina, precursor peptidico relacionado ao gene da calcitonina, hormdénio pré-
proparatiredide, pré-proinsulina, pro-insulina, pré-proopiomelanocortina, pro-
opiomeanocortina e semelhantes), reunidao em uma proteina multi-subunidade ou
reunido macromolecular, traducéo para outro sitio na célula (incluindo mas nao limi-
tado a, organelas, tais como reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, nucleo, li-
sossoma, peroxisoma, mitocondria, cloroplasto, vacuolos etc, ou através da via se-
cretéria). Em certas modalidades, a proteina compreende uma secre¢ao ou sequén-
cia localizadora, um epitopo marcador, um marcador FLAG, um marcador poli-
histidina, uma fusdo GST, ou semelhantes.

[00280]Uma vantagem de um aminoacido € que ele esta presente em fra-
¢des adicionais quimicas que podem ser utilizadas para adicionar moléculas adicio-
nais. Essas modificagcbes podem ser feitas in vivo em uma célula eucariética ou nao
eucariotica, ou in vitro. Entdo, em certas modalidades, a modificacdo pds-traducional
€ através do aminoacido nao natural. Por exemplo, a modificagdo pds-traducional
pode ser através de uma reacgao nucleofilica-eletrofilica. Mais reagdes correntemente
utilizadas para a modificacado seletiva de proteinas envolve formacgao de ligagao co-
valente entre parceiros de reagao nucleofilicos e eletrofilicos, incluindo, mas nao li-
mitados a reacao de a-halocetonas com cadeias laterais de histidina ou cisteina. Se-
letividade nesses casos € determinada pelo numero e acessibilidade de residuos
nucleofilicos na proteina. Em proteinas da invencao, outras reacdes mais seletivas
podem ser utilizadas tal como a reagédo de um ceto-aminoacido ndo natural com hi-
drazidas ou compostos aminodxido, in vitro e in vivo. Ver, por exemplo, Cornish, et al
(1996) J. Am. Chem. Soc., 188:8150-8151; Mahal et al (1997) Science, 276:1125-
1128; Wang, et al (2001) Science 292:498-500: Chin, et al, (2002) J. Am Chem. Soc.
124:9026-9027; Chin, et al (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99:11020-11024; Wang, et
al (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. 100:56-61; Zhang, et al (2003) Biochemistry 42:6735-
6746; e, Chin, et al, (2003) Science, 301:964-7, todas as quais sdo aqui incorpora-
das por referéncia. Isto permite a marcacao seletiva de virtualmente qualquer protei-

na com um hospedeiro de reagentes incluindo fluoréforos, agentes de ligacéo cruza-
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da, derivados sacarideos e moléculas citotoxicas. Ver também, Patente dos EUA No.
6.927.042 intitulada “Glycoprotein synthesis”, que € aqui incorporada por referéncia.
Modificagdes pos-traducionais, incluindo, mas nao limitado a, através de aminoaci-
dos azida, podem também ser feitas através da ligagao Staudinger (incluindo, mas
nao limitada a, com reagentes triarilfosfino). Ver, por exemplo, Kiick et al (2002) In-
corporation of azides into recombinant proteins for chemoselective modification by
the Staudinger ligation, PNAS, 99:19-24.

[00281]Esta invencao prove outro método altamente eficiente para a modifi-
cagao seletiva de proteinas, que envolvem a incorporagao genética de aminoacidos
nao naturais, incluindo, mas nao limitados a, contendo uma fragéo azida ou alquinila
em proteinas em resposta a um cddon seletor. Essas cadeias laterais aminoacidos
podem entdo ser modificadas por, incluindo, mas nao limitadas a, uma reacao de
cicloadicao [3+2] de Huisgen (ver, por exemplo, Padwa, A. Em Comprehensive Or-
ganic Synthesis, vol. 4 (1991) Ed. Trost. B.M. Pergamon, Oxford, p. 1069-1109; e
Huisgen, R. em 1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry (1984) Ed. Padwa, A., Wiley,
Nova lorque, p.1-176) com, incluindo, mas néo limitado a, derivados alquinila ou azi-
da, respectivamente. Porque este método envolve uma cicloadi¢do ao invés de uma
substituicdo nucleofilica, proteinas podem ser modificadas com extremamente alta
seletividade. Esta reagao pode ser realizada em temperatura ambiente em condi-
¢des aquosas com excelente regioseletividade (1,4>1,5) pela adicao de quantidades
cataliticas de sais de Cu(l) a mistura reacional. Ver, por exemplo, Tornoe et al,
(2002), J. Org. Chem. 67:3057-3064; e, Rostovtsev, et al (2002) Angew. Chem. Int.
Ed. 41:2596-2599. Outro método que pode ser utilizado € a troca de ligante em um
composto biarsénico com um motivo tetracisteina, ver, por exemplo, Griffin, et al
(1998) Science, 281:269-272.

[00282]Uma molécula que pode ser adicionada a uma proteina da invengao
através de uma cicloadi¢ao [3+2] inclui virtualmente qualquer molécula com um deri-
vado azida ou alquinila. Moléculas incluem, mas nao sao limitadas a, corantes, fluo-

réforos, agentes de ligagao cruzada, derivados sacarideos, polimeros (incluindo mas
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nao limitados a, derivados de polietileno glicol), ligantes foto-cruzados, compostos
citotdoxicos, marcadores de afinidade, derivados de biotina, resinas, esferas, uma
segunda proteina ou polipeptideo (ou mais), polinucleotideo(s) (incluindo mas n&o
limitados a DNA, RNA etc), quelantes de metais, co-fatores, acidos graxos, carboi-
dratos, e semelhantes. Essas moléculas podem ser adicionadas a um aminoacido
nao natural com um grupo alquinila, incluindo, mas nao Ilimitado a p-
propargiloxifenilalanina, ou grupo azido, incluindo, mas nao limitado a p-azido-
fenilalanina, respectivamente.

V. Geragao in vivo de polipeptideo FGF-21 compreendendo aminoacidos
n&o naturalmente codificados

[00283]0Os polipeptideos FGF-21 da invengao podem ser gerados in vivo uti-
lizando tRNA e tRNA sintetases modificados para adicionar a ou aminoacidos substi-
tutos que sao codificados em sistemas de ocorréncia nao natural.

[00284]Métodos para gerar tRNAs e tRNA sintetases que usam aminoacidos
que nao sao codificados em sistemas de ocorréncia ndo natural sdo descritos em,
por exemplo, Patente dos EUA Nos. 7.045.337 e 7.083.970 que s&o incorporados
aqui por referéncia. Esses métodos envolvem geragdao de uma maquinaria de tradu-
¢ao que funciona independentemente das sintetases e tRNAs enddgenas para o sis-
tema de traducao (e sédo assim algumas vezes referidos como “ortogonal”). Tipica-
mente, o sistema de traducdo compreende um tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma ami-
noacil tRNA sintetase ortogonal (O-RS). Tipicamente, o O-RS preferencialmente
aminoacila o O-tRNA com pelo menos um aminoacido de ocorréncia nao natural no
sistema de tradugao e o O-tRNA com pelo menos um aminoacido de ocorréncia néo
natural no sistema de traducédo e o O-tRNA reconhece pelo menos um codon seletor
que nao é reconhecido por outros tRNAs no sistema. O sistema de tradugao entéo
insere o aminoacido nao naturalmente codificado em uma proteina produzida no sis-
tema, em resposta a um cédon seletor codificado, assim “substituindo” um aminoaci-
do na posig¢ao no polipeptideo codificado.

[00285]Uma ampla variedade de tRNAs ortogonais e aminoacil tRNA sinte-
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tases tém sido descrito na técnica para inserir aminoacidos sintéticos particulares em
polipeptideos, e sao geralmente adequados para uso na presente invencéo. Por
exemplo, ceto-especifico O-tRNA/aminoacil-tRNA sintetase sdo descritos em Wang,
L. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 100:56-61 (2003) e Zhang, Z., et al, Biochem.
42(22):6735-6746 (2003). O-RS exemplar, ou por¢cdes dos mesmo, sao codificados
por sequéncias polinucleotidicas e incluem sequéncias aminoacidos reveladas na
Patente dos EUA Nos. 7.045.337 e 7.083.970, cada uma incorporada aqui por refe-
réncia. Moléculas O-tRNA correspondente para uso com os O-RSs sdao também
descritos na Patente dos EUA Nos. 7.045.337 e 7.083.970 que sao aqui incorpora-
dos por referéncia. Exemplos adicionais de pares O-tRNA/aminoacil-tRNA sao des-
critas em WO 2005/007870, WO 2005/007624; e WO 2005/019415.

[00286]Um exemplo de sistema O-tRNA/aminoacil-tRNA azida-especifico &
descrito em Chin, J.W., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002). Sequéncias
O-RS exemplares para p-azido-L-Phe incluem, mas nao sao limitados a, sequéncias
nucleotidicas SEQ ID NOs: 14-16 e 29-32 e sequéncias aminoacidos SE Q ID NOs:
46-48 e 61-64 como revelado na Patente nos EUA No. 7.083.970 que é aqui incor-
porado por referéncia. Sequéncias O-tRNA exemplares adequadas para uso na pre-
sente invengao incluem, mas nao sao limitadas a, sequéncias nucleotidicas SEQ ID
NOs: 1-3 como revelado na Patente dos EUA No. 7.083.970) que € aqui incorporada
por referéncia. Outros exemplos de pares O-tRNA/aminoacil-tRNA sintetase especi-
ficos para aminoacidos nao naturalmente codificados particulares sdo descritos na
Patente dos EUA No. 7.045.337 que é aqui incorporado por referéncia. O-RS e O-
tRNA que incorpora ambos, aminoacidos contendo ceto- e azida em S. cerevisiae
sao descritos em Chin, J.W., et al, Science 301:964-967 (2003).

[00287]Varios outros pares ortogonais tém sido relatados. Glutaminil (ver,
por exemplo, Liu, D.R., e Schultz, P.G. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 96:4780-
4785), aspartil (ver, por exemplo, Pastrnak, M. et al (2000) Helv. Chim. Acta
83:2277-2286), e tirosil (ver, por exemplo, Ohno, S., et al, (1998) J. Biochem. (Tokyo,
Japao) 124:1065-1068; e, Kowal, AK., et al (2001)Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
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98:2268-2273) sistemas derivados a partir de tRNA de S. cerevisae sintetases tém
sido descritas para a potencial incorporagéo de aminoacidos n&o naturais em E. coli.
Sistemas derivados a partir de glutaminil de E. coli (ver, por exemplo, Kowal, A.K., et
al (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 98:2268-2273) e tirosil (ver, por exemplo,
Edwards, H., e Schimmel, P. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:1633-1641) sintetases tém
sido descritas para uso em S. cerevisiae. O sistema E. coli tem sido utilizado para
incorporacao de 3-iodo-L-tirosina in vivo, em células mamiferas. Ver, Sakamoto, K.,
et al, (2002) Nucleic Acids Res. 30:4692-4699.

[00288]Uso de O-tRNA/aminoacil-tRNA sintetases envolve selecdo de um
cédon especifico que codifica o0 aminoacido nao naturalmente codificado. Enquanto
qualquer cédon pode ser utilizado, é geralmente desejavel selecionar um cédon que
€ raramente ou nunca utilizado na célula em que a O-tRNA/aminoacil-tRNA sintetase
€ expressa. Por exemplo, codons exemplares incluem cédon ndo sendo tal como
cédon de parada (dmbar, ocre e opala), quatro ou mais bases coédons e outros trés
codons base que sao raros ou nao utilizados.

[00289]Cddon(s) seletor(es) especifico(s) podem ser introduzidos em posi-
¢des apropriadas na sequéncia codificante do polinucleotideo FGF-21 utilizando mé-
todos de mutagénese conhecidos na técnica (incluindo, mas nao limitado a, mutagé-
nese sitio-especifica, mutagénese cassete, mutagénese de restricao de selegao etc).

[00290]Métodos para gerar componentes da maquinaria biossintética de pro-
teina, tal como O-RSs, O-tRNAs e pares O-tRNA/O-RS que podem ser utilizados
para incorporar um aminoacido nao naturalmente codificado sao descritos em Wang,
L. et al, Science 292:498-500 (2001); Chin, J. W., et al, J. Am. Chem. Soc. 124:9026-
9027 (2002); Zhang, Z., et al, Biochemistry 42: 6735-6746 (2003). Métodos e com-
posicdes para a incorporagao in vivo de aminoacidos ndo naturalmente codificados
sao descritos na Patente dos EUA No. 7.045.337, que € aqui incorporada por refe-
réncia. Métodos para selecionar um par tRNA ortogonal/tRNA sintetase para uso no
sistema de tradugao in vivo de um organismo sao também descritos na Patente dos

EUA Nos. 7.045.337 e 7.083.970 que sao aqui incorporados por referéncia. Pedido
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PCT No. WO04/035743 intitulado “site Specific Incorporation of Keto Amino Acids
into Proteins”, que é aqui incorporado por referéncia em sua totalidade, descreve
pares RS ortogonal e tRNA para a incorporagao de ceto-aminoacidos. Pedido PCT
No. WO04/094593 intitulado “Expanding the Eukaryotic Genetic Code”, que é aqui
incorporado por referéncia em sua totalidade, descreve pares RS ortogonal e tRNA
para a incorporacao de aminoacidos nao naturalmente codificiados em células hos-
pedeiras eucarioticas.

[00291]Métodos para producado de pelo menos uma aminoacil-tRNA sinte-
tase ortogonal (O-RS) recombinante compreende: (a) geragao de uma biblioteca de
(opcionalmente mutante) RSs derivados a partir de pelo menos uma aminoacil-tRNA
sintetase (RS) a partir de um primeiro organismo, incluindo mas nao limitado a, or-
ganismo procariotico, tais como Methanococcus jannaschii, Methanobacterium ther-
moautotrophicum, Halobacterium, Escherichia coli, A. Fulgidus, P. Furiosus, P. Hori-
koshii, A. Pernix, T. Thermophilus, ou semelhantes, ou um organismo eucarioto; (b)
selecado (e/ou avaliagdo) da biblioteca de RSs (opcionalmente RSs mutante) para
membros que aminoacilam um tRNA ortogonal (O-tRNA) em presenca de um ami-
noacido nao naturalmente codificado e um aminoacido natural, assim provendo um
grupo de RSs ativos (opcionalmente mutante); e/ou, (c) selegdo (opcionalmente
através de selecdo negativa) do grupo para RSs ativa (incluindo, mas nao limitada a
RSs mutante) que preferivelmente aminoacila o O-tRNA em auséncia do aminoacido
nao naturalmente codificado, assim provendo pelo menos um O-RS recombinante;
em que pelo menos um O-RS recombinante preferivelmente aminoacila o O-tRNA
com o aminoacido nao naturalmente codificado.

[00292]Em uma modalidade, o RS é um RS inativo. O RS inativo pode ser
gerado por mutagcao de um RS ativo. Por exemplo, o RS inativo pode ser gerado por
mutacao pelo menos cerca de 1, pelo menos cerca de 2, pelo menos cerca de 3,
pelo menos cerca de 4, pelo menos cerca de 5, pelo menos cerca de 6, ou pelo me-
nos cerca de 10 ou mais aminoacidos para diferentes aminoacidos, incluindo, mas

nao limitados a alanina.
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[00293]Bibliotecas de RSs mutantes podem ser geradas utilizando varias
técnicas conhecidas na arte, incluindo, mas nao limitadas pelo desenho racional na
estrutura RS de proteina tri-dimensional, ou mutagénese de nucleotideos RS em
uma técnica de desenho aleatdria ou racional. Por exemplo, o mutante RSs pode ser
gerado por mutacoes sitio-especificas, mutacdes aleatorias, mutacdes de recombi-
nacao de geracao de diversidade, construgdes quiméricas, desenho racional e por
outros métodos descritos aqui ou conhecidos na técnica.

[00294]Em uma modalidade, selecao (e/ou avaliacdo) da biblioteca de RSs
(opcionalmente RSs mutantes) para membros que sao ativos, incluindo mas nao
limitados a, que aminoacilam um tRNA ortogonal (O-tRNA) em presenca de um ami-
noacido nao naturalmente codificado e um aminoacido natural, inclui: introdugao de
um marcador de sele¢cdo ou analise positiva, incluindo mas nao limitada a um gene
de resisténcia a antibidtico, ou semelhantes, e a biblioteca de (opcionalmente mutan-
te) RSs em uma pluralidade de células, em que o marcador de selegao e/ou avalia-
¢ao positiva compreende pelo menos um coédon seletor incluindo, mas nao limitado
a, codon ambar, ocre, ou opala; crescimento de uma pluralidade de células em pre-
senca de um agente de selecao; identificagdo de células que sobrevivem (ou mos-
tram uma resposta especifica) em presenca da seleg¢ao e/ou avaliagao do agente por
supressao de pelo menos um cédon seletor no marcador de selegdo ou avaliagao
positiva, assim provendo um subgrupo de células positivamente selecionadas que
contém o grupo de RSs ativos (opcionalmente mutantes). Opcionalmente, a concen-
tracdo do agente de selegao e/ou avaliagdo pode ser variada.

[00295]Em um aspecto, o marcador de selegao positiva € um gene cloram-
fenicol acetiltransferase (CAT) e o cédon seletor € um cdédon de parada d&mbar no
gene CAT. Opcionalmente, o marcador de selecdo positiva € um gene de [-
lactamase e o cédon seletor € um coédon de parada ambar no gene da B-lactamase.
Em outro aspecto, o marcador de selegao positiva compreende um marcador fluo-
rescente ou luminescente ou um marcador de selecdo baseado em afinidade (inclu-

indo, mas nao limitado a um marcador de superficie celular).
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[00296]Em uma modalidade, grupo de selegcdo ou avaliagido negativa para
RSs ativos (opcionalmente mutantes) que preferivelmente aminoacilam o O-tRNA
em auséncia de aminoacidos nao naturalmente codificados incluem: introdugao de
um marcador de seleg¢ao ou avaliagdo negativa com o grupo de RSs ativos (opcio-
nalmente mutantes) a partir da selegao ou avaliagao positiva em uma pluralidade de
células de um segundo organismo, em que 0 marcador de selecdo ou avaliagao ne-
gativa compreende pelo menos um cédon seletor (incluindo mas nao limitado a um
gene de resisténcia a antibiético, incluindo, mas nao limitado a um gene cloranfeni-
col acetiltransferase (CAT); e identificando células que sobrevivem ou mostram uma
resposta de selecdo especifica em um primeiro meio suplementado com o aminoaci-
do nao naturalmente codificado e um agente de seleg¢ao ou avaliagdo, mas falha em
sobreviver ou mostrar a resposta especifica em um segundo meio nao suplementado
com aminoacido nao naturalmente codificado e o agente de selegado ou avaliagao,
assim provendo células de sobrevivéncia ou células selecionadas com pelo menos
um O-RS recombinante. Por exemplo, protocolo de identificagdo CAT opcionalmente
atua como uma selecao positiva e/ou selegdo negativa na determinagao de O-RS
recombinantes apropriados. Por exemplo, um grupo de clones € opcionalmente re-
plicado em placas de crescimento contendo CAT (que compreende pelo menos um
coédon seletor) ou com ou sem um ou mais aminoacidos nao naturalmente codifica-
dos. Colbnias crescendo exclusivamente nas placas contendo aminoacidos nao na-
turalmente codificados sao entdo selecionados como contendo O-RS recombinante.
Em um aspecto, a concentragdo do agente de selecao (e/ou avaliacdo) é variada.
Em alguns aspectos o primeiro e segundo organismos sao diferentes. Entao, o pri-
meiro e/ou segundo organismo opcionalmente compreende: um procarioto, um euca-
rioto, um mamifero, uma Escherichia cole, um fungo, uma levedura, uma archeabac-
téria , uma eubactéria, uma planta, um inseto, um protista etc. Em outras modalida-
des, o marcador de selegdo compreende um marcador de selegcao de fluorescéncia
ou luminescéncia ou um marcador de selecdo baseado em afinidade.

[00297]Em outra modalidade, sele¢ao ou avaliagao (incluindo mas néo limi-
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tado a, selecdo negativa) o grupo para RSs ativos (opcionalmente mutantes) inclu-
em: isolamento do grupo de RSs mutantes ativos a partir do passo de seleg¢ao positi-
va (b); introducdo de um marcador de selecao ou avaliagao negativo, em que o mar-
cador de selegdo ou avaliagao negativa compreende pelo menos um codon seletor
(incluindo mas néo limitados a gene de marcador téxico, incluindo mas nao limitado
a, gene da ribonucleoase barnase, compreendendo pelo menos um cédon seletor), e
o grupo do RSs ativo (opcionalmente mutante) em uma pluralidade de células de um
segundo organismo; e identificados células que sobrevivem ou mostram uma res-
posta de selegao especifica em um primeiro meio ndo suplementado com o aminoa-
cido nao naturalmente codificado, mas falha em sobreviver ou demonstrar uma res-
posta de selecdo especifica em um segundo meio suplementado com o aminoacido
nao naturalmente codificado, assim provendo células sobreviventes ou selecionadas
com pelo menos um O-RS recombinante, em que pelo menos um O-RS recombinan-
tes é especifico para o aminoacido nado naturalmente codificado. Em um aspecto,
pelo menos um cdédon seletor compreende cerca de dois ou mais cdédons seletores.
Tais modalidades opcionalmente podem incluir em que pelo menos um cédon sele-
tor compreende dois ou mais codons seletores, e em que o primeiro e segundo or-
ganismo sao diferentes (incluindo, mas nao limitado a, cada organismo € opcional-
mente, incluindo mas nao limitado a, um procarioto, um eucarioto, um mamifero,
uma Escherichia coli, um fungo, uma levedura, uma archeabactéria, uma planta, um
inseto, um protista, etc). Também, alguns aspectos incluem em que o marcador de
selecado negativa compreende um gene ribonuclease barnase (que compreende pelo
menos um coédon seletor). Outros aspecto incluem em que o marcador de selegcao
opcionalmente compreende um marcador de selegao fluorescente ou luminescente
ou um marcador de selecado baseado em afinidade. Nas modalidades aqui, as sele-
¢des e/ou avaliagdes opcionalmente incluem variacdo da severidade de selegao
e/ou avaliagao.

[00298]Em uma modalidade, os métodos para produzir pelo menos uma

aminoacil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS) recombinante pode ainda compreender:
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(d) isolar pelo menos uma O-RS recombinante; (e) gerar um segundo grupo de O-
RS (opcionalmente mutado) derivado a partir de pelo menos uma O-RS recombinan-
te; e, (f) passos de repeticao (b) e (c) até uma O-RS mutada ser obtida que compre-
enda uma habilidade de preferencialmente aminoacilar a O-tRNA. Opcionalmente,
passos (d)-(f) sdo repetidos, incluindo, mas nao limitados a, pelo menos cerca de
suas vezes. Em um aspecto, o segundo grupo de O-RS derivado a partir de pelo
menos um O-RS recombinante pode ser gerado por mutagénese, incluindo, mas nao
limitado a, mutagénese aleatdria, mutagénese sitio-especifica, recombinagdo ou um
combinagao das mesmas.

[00299]A severidade dos passos de selegao/avaliacdo, incluindo, mas nao
limitado ao passo de selecao/avaliagao positiva (b), o passo de selegao/avaliagao
negativo (c) ou ambos, passos de selegao/avaliacao positiva e negativa (b) e (c), nos
meétodos acima descritos, opcionalmente incluem variacdo na severidade de sele-
cao/avaliagdo. Em outra modalidade, o passo de selegcao/avaliacdo positiva (b), o
passo de selecao/avaliagcdo negativa (c) ou ambos os passos de selegao/avaliagao
positiva e negativa (b) e (c) compreendem uso de um repdrter, em que o reporter é
detectado por selecédo de célula ativada por fluorescéncia (FACS) ou em que o re-
porter é detectado por luminescéncia. Opcionalmente, o reporter é revelado em uma
superficie celular, revelado em um fago ou semelhante, e selecionado baseado sob
a afinidade ou atividade catalitica envolvendo o aminoacido nao naturalmente codifi-
cado ou um analogo. Em uma modalidade, a sintetase mutada € revelada em uma
superficie celular, em um fago revelado ou semelhante.

[00300]Métodos para produzir um tRNA ortogonal recombinante (O-tRNA)
incluem: (a) geracao de uma biblioteca de tRNAs mutantes derivada a partir de pelo
menos um tRNA, incluindo, mas nao limitado a um supressor de tRNA, a partir de
um primeiro organismo; (b) selecao (incluindo, mas nao limitado a selecao negativa)
ou selecao da biblioteca para (opcionalmente mutante) tRNAs que s&do aminoacila-
dos por aminoacil-tRNA sintetase (RS) a partir de um segundo organismo em au-

séncia de um RS a partir do primeiro organismo, assim provendo um grupo de
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tRNAs (opcionalmente mutante); e, (c) selecionando ou avaliando o grupo de tRNAs
(opcionalmente mutantes) para membros que sdao aminoacilados por um RS ortogo-
nal introduzido (O-RS), assim provendo pelo menos um O-tRNA recombinante; em
que pelo menos um O-tRNA recombinante reconhece um codon seletor e nao é efi-
cientemente reconhecido pelo RS a partir do segundo organismo e é preferivelmente
aminoacilado por O-RS. Em algumas modalidades, pelo menos um tRNA € um tRNA
supressor e/ou compreende um unico codon de trés bases de bases naturais e/ou
nao naturais, ou € um cédon ndo senso, um codon raro, ou um coédon de parada
opala. Em uma modalidade, o O-tRNA recombinante possui um melhoramento de
ortogonalidade. Sera apreciado que em algumas modalidades, O-tRNA é opcional-
mente importado em um primeiro organismo a partir de um segundo organismo sem
a necessidade para modificagdo. Em varias modalidades, os primeiro e segundo or-
ganismos sao ou os mesmos ou diferentes e sdo opcionalmente escolhidos a partir
de, incluindo, mas nao limitados a, procariotos (incluindo, mas nao limitados a, Me-
thanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Escherichia coli,
Halobacterium etc), eucariotos, mamiferos, fungos, leveduras, archeabactéria,
eubactéria, plantas, inspetor, protistas etc. Adicionalmente, o tRNA recombinante &
opcionalmente aminoacilado por um aminoacido nao naturalmente codificado, em
que o aminoacido nao naturalmente codificado € biosintetizado in vivo ou natural-
mente ou através de manipulagdo genética. O aminoacido nao naturalmente codifi-
cado € opcionalmente adicionado a um meio de crescimento por pelo menos o pri-
meiro ou segundo organismo.

[00301]Em um aspecto, seleg¢ao (incluindo, mas nao limitado a, selegao ne-
gativa) ou selecao de biblioteca para (opcionalmente mutante) tRNAs que sao ami-
noacilados por uma aminoacil-tRNA sintetase (passo (b)) incluem: introdugdo de um
gene marcador toxico, em que o gene marcador toxico compreende pelo menos um
dos codons seletores (ou um gene que leva a produgcdo de uma agente téxico ou
estatico ou um gene essencial para o organismo em que tal gene marcador compre-

ende pelo menos um codon seletor) e a biblioteca de (opcionalmente mutante)
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tRNAs em uma pluralidade de células a partir do segundo organismo; e, seleg¢ao de
células sobreviventes, em que as células sobreviventes contém o grupo de (opcio-
nalmente mutante) tRNAs compreendendo pelo menos um tRNA ortogonal ou tRNA
nao funcional. Por exemplo, células sobreviventes podem ser selecionadas por uso
de uma comparagao da proporgao do ensaio de densidade celular.

[00302]Em um aspecto, o gene marcador téxico inclui dois ou mais codons
seletores. Em uma modalidade dos métodos, o gene marcador toxico € um gene
ribonuclease barnase, onde o gene ribonuclease barnase compreende pelo menos
um codon ambar. Opcionalmente, o gene ribonuclease barnase pode incluir dois ou
mais codons ambar.

[00303]Em uma modalidade, selecdo ou avaliagcdo do grupo de (opcional-
mente mutante) tRNAs para membros que sao aminoacilados por um RS ortogonal
(O-RS) introduzido pode incluir: introdugdo de um gene marcador de selegcao ou ava-
liacdo positiva, em que o gene marcador positivo compreende um gene de resistén-
cia a droga (incluindo, mas nao limitado a gene da B-lactamase, compreendendo
pelo menos um dos coédons seletores, tal como pelo menos um cédon de parada
ambar) ou um gene essencial para o0 organismo, ou um gene que leva a detoxifica-
¢ao de um agente toxico, junto com o O-RS, e o grupo de (opcionalmente mutante)
tRNA em um pluralidade de células a partir do segundo organismo; e, identificando a
sobrevivéncia ou crescimento de células selecionadas em presengca de um agente
seletor ou avaliador, incluindo mas n&o limitado a, um antibi6tico, assim provendo
um grupo de células possuindo pelo menos um tRNA recombinante, onde pelo me-
nos um tRNA recombinante é aminoacilado pelo O-RS e insere um aminoacido em
um produto de tradugao codificado pelo gene marcador positivo, em resposta a pelo
menos um codon seletor. Em outra modalidade, a concentragdo do agente seletor
el/ou avaliador é variada.

[00304]Métodos para gerar pares O-tRNA/O-RS especificos sao providos.
Métodos incluem: (a) gerar uma biblioteca de tRNAs mutantes derivada a partir de

pelo menos um tRNA a partir de um primeiro organismo; (b) selecionar ou avaliar
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negativamente a biblioteca para (opcionalmente mutante) tRNAs que sdo aminoaci-
lados por uma aminoacil-tRNA sintetase (RS) a partir de um segundo organismo em
auséncia de uma RS a partir do primeiro organismo, assim provendo um grupo de
(opcionalmente mutante) tRNAs; (c) selecionando ou avaliando o grupo de (opcio-
nalmente mutante) tRNAs para membros que sdo aminoacilados por um RS ortogo-
nal (O-RS) introduzido, assim provendo pelo menos um O-tRNA recombinante. Pelo
menos um O-tRNA recombinante reconhece um cédon seletor e ndo é eficientemen-
te reconhecido pela RS a partir do segundo organismo e é preferivelmente aminoaci-
lado pelo O-RS. O método também inclui (d) gerar uma biblioteca de (opcionalmente
mutante) RSs derivada a partir de pelo menos uma aminoacil-tRNA sintetase (RS) a
partir de um terceiro organismo; (e) selecionando ou avaliando a biblioteca de RSs
mutantes para membros que preferivelmente aminoacilam pelo menos um O-tRNA
recombinante em presenca de um aminoacido ndo naturalmente codificado e um
aminoacido natural, assim provendo um grupo de RSs ativos (opcionalmente mutan-
te); e, (f) negativamente selecionando ou avaliando o grupo para RSs ativo (opcio-
nalmente mutante) que preferencialmente aminoacila pelo menos um O-tRNA re-
combinante em auséncia do aminoacido ndo naturalmente codificado, assim pro-
vendo pelo menos um par O-tRNA/O-RS especifico, em que pelo menos um par O-
tRNA/O-RS especifico compreende pelo menos um O-RS recombinante que é espe-
cifico para o aminoacido nao naturalmente codificado e pelo menos um O-tRNA re-
combinante. Pares O-tRNA/O-RS especificos produzidos pelos métodos sao inclui-
dos. Por exemplo, o par O-tRNA/O-RS especifico pode incluir, incluindo, mas nao
limitado a um par mutRNATYr-mutTyrRS, tal como um par mutRNATyr-SS12TyrRS,
um par mutRNALeu-mutLeuRS, um par mutRNAThr-mutThrRS, um par mutRNAGIu-
mutGIuRS, ou semelhantes. Adicionalmente, tais métodos incluem em que o primei-
ro e terceiro organismo sdao os mesmos (incluindo, mas nao limitados a, Methano-
coccus jannaschii).

[00305]Métodos para selegao de um par tRNA ortogonal-tRNA sintetase pa-

ra uso em um sistema de tradugao in vivo de um segundo organismo sao também
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incluidos na presente invengdo. Os métodos incluem: introdu¢do de um gene mar-
cador, um tRNA e uma aminoacil-tRNA sintetase (RS) isolada ou derivada a partir de
um primeiro organismo em um primeiro grupo de células a partir de um segundo or-
ganismo; introduzindo o gene marcador e o tRNA em um grupo celular duplicado a
partir de um segundo organismo; e, selecionado para células sobreviventes no pri-
meiro grupo que falham em sobreviver em um grupo de células duplicadas ou sele-
cionando para células mostrando uma resposta de selecao especifica que falha para
dar tal resposta no grupo celular duplicado, em que o primeiro grupo e o grupo celu-
lar duplicado s&o crescidos em presenga de uma agente de sele¢cao ou de avaliagao,
em que as células sobreviventes ou selecionadas compreendem o par tRNA ortogo-
nal-tRNA sintetase para uso no sistema de tradugao in vivo do segundo organismo.
Em uma modalidade, comparando e selecionando ou avaliando inclui um ensaio de
complementacdo in vivo. A concentragdo do agente de selecdo ou avaliagao pode
ser variada.

[00306]Os organismos da presente invengdo compreendem uma variedade
de organismos e uma variedade de combinac¢des. Por exemplo, o primeiro e segun-
do organismos dos métodos da presente invengdao podem ser os mesmos ou dife-
rentes. Em uma modalidade, os organismos sao opcionalmente um organismo pro-
carioto, incluindo, mas nao limitado a Methanococcus jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Halobacterium, Escherichia coli, A. fulgidus, P. furiosus, P.
horikoshii, A. pernix, T. thermophilus, ou semelhantes. Alternativamente, os orga-
nismos opcionalmente compreendem um organismo eucarioto, incluindo mas nao
limitado a plantas (incluindo mas néao limitado a plantas complexas tais como mono-
cotiledéneas ou dicotiledéneas), algas, protistas, fungos (incluindo mas néao limitados
a levedura etc), animais (incluindo mas néao limitados a mamiferos, insetos, artrépo-
des, etc) ou semelhantes. Em outra modalidade, o segundo organismo € um orga-
nismo procarioto, incluindo, mas nao limitado a, Methanococcus jannaschii, Metha-
nobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium, Escherichia coli, A. fulgidus, P.

furiosus, P. horikoshii, A. pernix, T. Thermophilus ou semelhantes. Alternativamente,
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0 segundo organismo pode ser um organismo eucarioto, incluindo, mas nao limitado
a uma levedura, uma célula animal, uma célula de planta, um fungo, uma célula
mamifera, ou semelhantes. Em varias modalidades o primeiro e segundo organis-
mos séo diferentes.

VI. Localizagdo de aminoacidos ndo ocorréncia ndo natural em polipeptideos
FGF-21

[00307]A presente invencédo contempla incorporagcdo de um ou mais amino-
acidos de ocorréncia nao natural em polipeptideos FGF-21. Um ou mais aminoaci-
dos de ocorréncia ndo natural podem ser incorporados em uma posigcao particular
que nao impede a atividade do polipeptideo. Isto pode ser alcangado por fazer subs-
tituicbes “conservadas”, incluindo, mas nao limitado a, substituicdo de aminoacidos
hidrofébicos com aminoacidos hidrofébicos, aminoacidos grandes por aminoacidos
grandes, aminoacidos hidrofilicos por aminoacidos hidrofilicos e/ou inserindo o ami-
noacido de ocorréncia ndo natural em um local que nao é requerido para atividade.

[00308]Uma variedade de abordagens bioquimicas e estruturais pode ser
empregada para selecionar os sitios desejados para substituicdo com um aminoaci-
do n3o codificado naturalmente dentro do polipeptideo FGF-21. E facilmente aparen-
te para os versados na técnica que qualquer posicdo da cadeia polipeptidica € ade-
quada para selegao para incorporar um aminoacido nao naturalmente codificado, e
selecao pode ser baseada no desenho racional ou pode selecao aleatoria para qual-
quer ou nenhum propadsito particular desejado. Selecao de sitios desejados pode ser
para produzir uma molécula FGF-21 tendo qualquer propriedade ou atividade dese-
jada, incluindo mas nao limitado a agonistas, super-agonistas, agonistas inversos,
antagonistas, moduladores de ligagcdo a receptor, moduladores de atividade do re-
ceptor, formacado de dimeros ou multimeros, nenhuma mudanga na atividade ou
propriedade comparada a molécula nativa, ou manipulagdo de qualquer propriedade
fisica ou quimica do polipeptideo tal como solubilidade, agregacao, ou estabilidade.
Por exemplo, localizagbes no polipeptideo requeridas para atividade biolégica de

polipeptideos FGF-21 podem ser identificadas utilizando analise de mutagao pontu-
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al, mapeamento de alanina, saturagdo de mutagénese e selegao para atividade bio-
l6gica, ou métodos de mapeamento homodlogo na técnica. Residuos que sao criticos
para bioatividade de FGF-21, residuos que sao envolvidos com a estabilidade far-
maceéutica, epitopos de anticorpos, ou residuos ligantes de receptor ou heparina po-
dem ser mutados. Patente dos EUA No. 5.580.723; 6.013.478; 6.428.954; e
6.451.561, que sao aqui incorporadas por referéncia, métodos descritos para analise
sistematica da estrutura e funcao de polipeptideos tal como FGF-21 por identificacao
de dominios ativos que influenciam a atividade do polipeptideo com uma substancia
alvo. Residuos outros que aqueles identificados como criticos para a atividade biolo-
gica por mapeamento de mutagénese de alanina ou homologa podem ser bons can-
didatos para substituicdo com um aminoacido nao naturalmente codificado depen-
dendo da atividade desejada procurada para o polipeptideo. Alternativamente, os
sitios identificados como criticos para atividade biolégica podem também ser bons
candidatos para substituicdo com um aminoacido nao naturalmente codificado, no-
vamente dependendo da atividade desejada procurada para o polipeptideo. Outra
alternativa pode ser simplesmente fazer substituicdes seriadas em cada posicédo na
cadeia polipeptidica com um aminoacido nao naturalmente codificado e observar o
efeito nas atividades do polipeptideo. E facilmente aparente para os versados na
técnica que qualquer meio, técnica, ou método para selecionar uma posigao para
substituicdo com um aminoacido nao natural em qualquer polipeptideo é adequada
para uso na presente invengao.

[00309]Muitos dados ja tém sido coletados utilizando os métodos apresenta-
dos neste pedido e sitios potenciais e benéficos de mutagao tém sido encontrados e
testados com sucesso, como descrito nos exemplos providos nesta especificagao.
Informacao adicional descoberta em relagao a estrutura e atividade de mutantes,
mesmo aqueles que incluem alguns detalhes em relacdo a formulagcao e/ou teste
que nao tenha sido especificamente descrito nos exemplos, dos polipeptideos FGF-
21 que contém delegbes podem também ser examinados para determinar regides da

proteina que sao provavelmente ser tolerantes de substituigho com um aminoacido
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nao naturalmente codificado. Em uma forma similar, digestdo de protease e anticor-
pos monoclonais pode ser utilizada para identificar regides de FGF-21 que s&o res-
ponsaveis para ligacao do receptor FGF-21. Uma vez os residuos que sado prova-
velmente para serem intolerantes para substituicdo com aminoacidos nao natural-
mente codificados tenham sido eliminados, o impacto das substituicbes propostas
em cada uma das posi¢des remanescentes pode ser examinado. Modelos podem
ser gerados a partir de estruturas cristaus tri-dimensionais de outros membros da
familia FGF e receptores FGF. Banco de Dados de Proteina (BDP, disponivel na
World Wide Web em rcsb.org) € um banco de dados centralizado contendo dados
estruturais tri-dimensionais de grandes moléculas de proteinas e acidos nucléicos.
Modelos podem ser feitos investigando a estrutura secundaria e terciaria de polipep-
tideos, se dados tri-dimensionais ndo sao disponiveis. Entdo, aqueles versados na
técnica podem facilmente identificar posi¢des aminoacidos que podem ser substitui-
das com aminoacidos nao naturalmente codificados.

[00310]Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21 da invengéao
compreendem um ou mais aminoacidos de ocorréncia ndao natural em uma regiao da
proteina que ndo rompe a estrutura do polipeptideo.

[00311]Residuos exemplares de incorporacdo de um aminoacido n&do natu-
ralmente codificado podem ser aqueles que sao excluidos a partir de potenciais re-
gides de ligagao de receptor, podem ser completamente ou parcialmente expostas a
solvente, ttm minimas ou nenhuma interacéo de ligacéo de hidrogénio com residuos
vizinhos, podem ser minimamente expostos para residuos reativos ao redor, podem
ter uma ou mais das faces expostas, podem ser um sitio ou sitios que sao justapos-
tos a um segundo FGF-21, ou outra molécula ou fragmento do mesmo, podem estar
em regides que sao altamente flexiveis, ou estruturalmente rigidas, como predito
pela estrutura tri-dimensional secundaria, terciaria ou quaternaria do FGF-21, ligado
ou nao ligado a seu receptor, ou acoplado ou ndo acoplado a outra molécula biologi-
camente ativa, ou pode modular a conformacao do FGF-21 por si mesmo ou um di-

mero ou multimero compreendendo um ou mais FGF-21, por alterar a flexibilidade
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ou rigidez da estrutura completa como desejado.

[00312]A familia de proteinas FGF tem uma estrutura comum B-trevo ou [3-
folna como identificado por cristalografia (Harmer et al, Biochemistry 43:629-640
(2004)). Um versado na técnica reconhece que tais analises de FGF-21 permitem a
determinacao de quais residuos aminoacidos sao expostos a superficie comparada
a residuos aminoacidos que séo enterrados dentro da estrutura terciaria da proteina.
Assim, € uma modalidade da presente invengao substituir um aminoacido nao natu-
ralmente codificado por um aminoacido que € um residuo exposto na superficie.

[00313]Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmen-
te codificados sao incorporados em qualquer posi¢gao em FGF-21: 1-181 a partir da
SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs:2-7. Em algumas
modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sao incorpora-
dos em uma ou mais das seguintes posi¢des no FGF-21: antes da posicao 1 (isto &,
no N-terminal), , 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carbdxi da proteina) (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas
modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sao incorpora-
dos em uma ou mais posigdées em FGF-21: 10, 52, 117, 126, 131, 162, 87, 77, 83,
72,69, 79, 91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos n&o natural-

mente codificados sdo incorporados em uma ou mais das seguintes posicdes em
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FGF-21: 10, 52, 77, 117, 126, 131, e 162 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspon-
dentes das SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos
nao naturalmente codificados sao incorporados em uma ou mais das seguintes posi-
¢bes em FGF-21: 87, 77, 83, 72 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos n&o natural-
mente codificados sdo incorporados em uma ou mais das seguintes posicdes em
FGF-21: 69, 79, 91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes
das SEQ ID NOs: 2-7).

[00314]Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na
posigdo 91 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicao 131 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicdo 108 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
sicao 77 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
sicdo 72 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
sicdo 87 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicao 86 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicao 126 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicdo 110 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
sicdo 83 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID

NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
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sicao 146 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia nao natural esta na po-
sicao 135 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicao 96 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7). Em uma modalidade, o aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na po-
sicao 36 em FGF-21(SEQ ID NO:1 ou aminoacidos correspondentes das SEQ ID
NOs: 2-7).

[00315]Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural
esta na posi¢cao 91 e outro aminoacido de ocorréncia ndo natural em uma das se-
guintes posicdes: antes da posig¢ao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182
(isto &, na terminagao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de
ocorréncia nao natural esta na posi¢ao 91 e outro aminoacido de ocorréncia nao na-
tural em uma das seguintes posigdes: 131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146,
135, 96 e 36 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs:
2-7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural esta na
posicdo 91 e na posicédo 131 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes
nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao

natural esta na posi¢cao 91 e na posi¢cao 77 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos cor-
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respondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de
ocorréncia nao natural esta na posi¢dao 91 e na posicao 108 (SEQ ID NO: 1 ou os
aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um
aminoacido de ocorréncia nao natural esta na posicao 131 e na posicao 108 (SEQ
ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra mo-
dalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndao natural esta na posicédo 131 e na
posigao 77 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndao natural esta na po-
sicao 131 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndao natural esta na po-
sicao 108 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7). Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndao natural esta na po-
sicao 77 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoéacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).
Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na posicao
72 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em
outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural esta na posi¢ao 87
(SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra
modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na posicédo 86 (SEQ
ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado. Em ou-
tra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na posicédo 126
(SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra
modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural esta na posi¢cao 110
(SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra
modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia ndo natural esta na posicado 83 (SEQ
ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[00316]Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural
esta na posicao 91 e um ou mais outros aminoacidos de ocorréncia nao natural em
uma ou mais das seguintes posicoes: antes da posicao 1 (isto &, no N-terminal), 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,

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 176/412



159/345

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128,
129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145,
146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179,
180, 181, 182 (isto é, na terminacao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os ami-
noacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um
aminoacido de ocorréncia nao natural esta na posicado 91 e um ou mais outros ami-
noacidos de ocorréncia ndao natural em uma ou mais das seguintes posigdes: 131,
108, 77,72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96 e 36 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoaci-
dos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[00317]Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural
esta na posi¢cao 131 e um outro aminoacido de ocorréncia nao natural em uma ou
mais das seguintes posi¢oes: antes da posic¢ao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181,
182 (isto &, na terminacao carbodxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos
correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um aminoéacido

de ocorréncia nao natural esta na posi¢cao 131 e um outro aminoacido de ocorréncia
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nao natural em uma ou mais das seguintes posi¢oes: 131, 108, 77, 72, 87, 86, 126,
110, 83, 146, 135, 96 e 36 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7).

[00318]Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural
esta na posicdo 108 e dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia nao natural
em duas ou mais das seguintes posi¢des: antes da posigao 1 (isto €, no N-terminal),
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70, 71,72,73, 74,75, 76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178,
179, 180, 181, 182 (isto é, na terminagado carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um
aminoacido de ocorréncia nao natural esta na posicdo 108 e dois ou mais outros
aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais das seguintes posicoes:
131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96 e 36 (SEQ ID NO: 1 ou os ami-
noacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[00319]Em outra modalidade, tem um aminoacido de ocorréncia nao natural
esta na posi¢ado 77 e um outro aminoacido de ocorréncia ndo natural em uma ou
mais das seguintes posicoes: antes da posicao 1 (isto é, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
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114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181,
182 (isto &, na terminagdo carbodxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos
correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, tem um aminoéacido
de ocorréncia nao natural esta na posi¢cdo 77 e outro aminoacido de ocorréncia nao
natural em uma ou mais das seguintes posicdes: 131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110,
83, 146, 135, 96 e 36 (SEQ ID NO: 1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ
ID NOs: 2-7).

[00320]Um exame na estrutura cristal do FGF-21 ou membro(s) da familia
FGF-21 e sua interagdo com o receptor FGF pode indicar que certos residuos ami-
noacidos tém cadeias laterais que sdo complementarmente ou parcialmente acessi-
veis ao solvente. A cadeia lateral de um aminoacido ndo naturalmente codificado
nessas posi¢cdes pode apontar a partir da superficie protéica e fora no solvente. Em
algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em uma ou mais
dessas posigdes esta ligado a um polimero soluvel em agua, incluindo mas nao limi-
tado as posic¢des: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182
(isto &, na terminagao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-

pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocor-

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 179/412



162/345

réncia nao natural em uma ou mais dessas posi¢cdes esta ligado a um polimero solu-
vel em agua, incluindo mas nao limitado as posi¢des: antes da posi¢ao 1 (isto €, no
N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carboxi da proteina) (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas
modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em duas ou mais dessas posi-
¢des esta ligado a um polimero soluvel em agua, incluindo mas nao limitado as posi-
¢bes: antes da posicao 1 (isto é, no N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117,
118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134,
135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168,
169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto &, na ter-
minagao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia n&o natu-
ral em uma ou mais dessas posi¢des esta ligado a um polimero soluvel em agua,

incluindo mas nao limitado as posi¢oes: 10, 52, 117, 126, 131, 162, 87, 77, 83, 72,
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69, 79, 91, 96, 108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia n&o natu-
ral em uma ou mais dessas posi¢des esta ligado a um polimero soluvel em agua: 10,
52, 77, 117, 126, 131, 162 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia n&o natu-
ral em uma ou mais dessas posi¢des esta ligado a um polimero soluvel em agua: 87,
77, 83, 72 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em uma ou
mais dessas posi¢oes esta ligado a um polimero soluvel em agua: 69, 79, 91, 96,
108 e 110 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7). Em algumas modalidades, o aminoacido de ocorréncia nao natural em uma ou
mais dessas posi¢des esta ligado a um polimero soluvel em agua: 91, 131, 108, 77,
72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos cor-
respondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, onde um aminoacido de
ocorréncia nao natural ocorre no aminoacido 91 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos
correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) o aminoacido de ocorréncia nao natural esta
ligado a um polimero soluvel em agua.

[00321]Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natu-
ral em 91 ligado a um polimero soluvel em agua e um outro aminoacido de ocorrén-
cia ndo natural em uma das seguintes posi¢cdes e esses aminoacidos de ocorréncia
nao natural esta ligados a um polimero soluvel em agua: antes da posicao 1 (isto é,
no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
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159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carboxi da proteina) (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra mo-
dalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural em 91 e um ou mais ou-
tros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes posicoes e esses
aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero soluvel em agua:
131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os ami-
noacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um
aminoacido de ocorréncia ndo natural em 91 ligado a um polimero soluvel em agia e
um ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em uma das seguintes
posicdes e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero
soluvel em agua: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182
(isto &, na terminagao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um aminoacido de
ocorréncia nao natural em 91 ligado a um polimero soluvel em agua e um ou mais
outros aminoacidos de ocorréncia nao natural que sao ligados a um polimero soluvel
em agua: 131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou
0s aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, exis-
te um aminoacido de ocorréncia nao natural em 91 ligado a um polimero soluvel em

agua e dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais
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das seguintes posi¢cdes e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sao ligados
a um polimero soluvel em agua: antes da posi¢ao 1 (isto é, no N-terminal), 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73, 74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146,
147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163,
164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180,
181, 182 (isto é, na terminagao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoaci-
dos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um ami-
noacido de ocorréncia nao natural em 91 ligado a um polimero soluvel em agua e
dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais das
seguintes posi¢des e esses aminoacidos de ocorréncia ndo natural sdo ligados a um
polimero soltvel em agua: 131, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36
(SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).
[00322]Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natu-
ral em 131 ligado a um polimero soluvel em agua e um outro aminoacido de ocor-
réncia nao natural em uma das seguintes posi¢coes e esses aminoacidos de ocorrén-
cia ndo natural sao ligados a um polimero soluvel em agua: antes da posigao 1 (isto
é, no N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
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142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carbdxi da proteina) (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra mo-
dalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural em 131 e um ou mais ou-
tros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes posicoes e esses
aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero soluvel em agua:
91, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os amino-
acidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um
aminoacido de ocorréncia ndo natural em 131 ligado a um polimero soluvel em agua
€ um ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em das seguintes posi-
¢des e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero so-
luvel em agua: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115,
116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132,
133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149,
150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto
€, na terminagao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspon-
dentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocor-
réncia nao natural em 131 ligado a um polimero soluvel em agua e dois ou mais ou-
tros aminoacidos de ocorréncia n&o natural em duas ou mais das seguintes posicoes
e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero soluvel
em agua: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
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34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133,
134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167,
168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto &, na
terminacéo carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes
nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia
nao natural em 131 ligado a um polimero soluvel em agua e dois ou mais outros
aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais das seguintes posi¢des e
esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sao ligados a um polimero soluvel em
agua: 91, 108, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).

[00323]Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natu-
ral em 108 ligado a um polimero soluvel em agua e um outro aminoacido de ocor-
réncia nao natural em uma das seguintes posi¢cdes e esses aminoacidos de ocorrén-
cia ndo natural sado ligados a um polimero soluvel em agua: antes da posi¢ao 1 (isto
é, no N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carbdxi da proteina) (SEQ
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ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra mo-
dalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural em 108 e um ou mais ou-
tros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes posicoes e esses
aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero soluvel em agua:
91,131, 77,72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os amino-
acidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um
aminoacido de ocorréncia ndo natural em 108 ligado a um polimero soluvel em agua
€ um ou mais outros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes
posicdes e esses aminoacidos de ocorréncia ndo natural sdo ligados a um polimero
soluvel em agua: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182
(isto &, na terminagao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um aminoacido de
ocorréncia nao natural em 108 ligado a um polimero soluvel em agua e um ou mais
outros aminoacidos de ocorréncia nao natural que sao ligados a um polimero soluvel
em agua: 91, 131, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou
0s aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, exis-
te um aminoacido de ocorréncia nao natural em 108 ligado a um polimero soluvel em
agua e dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais
das seguintes posi¢cdes e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados

a um polimero soluvel em agua: antes da posigao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4,

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 186/412



169/345

5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146,
147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163,
164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180,
181, 182 (isto é, na terminagao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoaci-
dos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um ami-
noacido de ocorréncia nao natural em 108 ligado a um polimero soluvel em agua e
dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais das
seguintes posi¢des e esses aminoacidos de ocorréncia ndo natural sdo ligados a um
polimero soluvel em agua: 91, 131, 77, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36
(SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).
[00324]Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natu-
ral em 77 ligado a um polimero soluvel em agua e um outro aminoacido de ocorrén-
cia ndo natural em uma das seguintes posi¢des e esses aminoacidos de ocorréncia
nao natural sdo ligados a um polimero soluvel em agua: antes da posicao 1 (isto €&,
no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175,
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176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 (isto €, na terminacao carbdxi da proteina) (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra mo-
dalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural em 77 e um ou mais ou-
tros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes posicoes e esses
aminoacidos de ocorréncia nao natural sdo ligados a um polimero soluvel em agua:
91, 131, 108, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou os ami-
nodacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um
aminoacido de ocorréncia nao natural em 77 ligado a um polimero soluvel em agua
€ um ou mais outros aminoacidos de ocorréncia nao natural em uma das seguintes
posicdes e esses aminoacidos de ocorréncia ndo natural sdo ligados a um polimero
soluvel em agua: antes da posicao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182
(isto &, na terminagao carbdxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um aminoacido de
ocorréncia nao natural em 77 ligado a um polimero soluvel em agua e um ou mais
outros aminoacidos de ocorréncia nao natural que sao ligados a um polimero soluvel
em agua: 91, 131, 108, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36 (SEQ ID NO:1 ou
0s aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, exis-
te um aminoacido de ocorréncia nao natural em 77 ligado a um polimero soluvel em
agua e dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais

das seguintes posi¢cdes e esses aminoacidos de ocorréncia nao natural sao ligados
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a um polimero soluvel em agua: antes da posigao 1 (isto €, no N-terminal), 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146,
147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163,
164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180,
181, 182 (isto é, na terminagao carboxi da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoaci-
dos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7). Em outra modalidade, existe um ami-
noacido de ocorréncia nao natural em 77 ligado a um polimero soluvel em agua e
dois ou mais outros aminoacidos de ocorréncia ndo natural em duas ou mais das
seguintes posi¢des e esses aminoacidos de ocorréncia ndo natural sdo ligados a um
polimero soltvel em agua: 91, 131, 108, 72, 87, 86, 126, 110, 83, 146, 135, 96, e 36
(SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7).
[00325]Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natu-
ral na posigcao 91 e posicao 131 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes
nas SEQ ID NOs: 2-7) e uma ou mais dessas posi¢des estdo ligadas a um polimero
soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao
natural na posi¢ao 91 e posicéo 77 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corresponden-
tes nas SEQ ID NOs: 2-7) e uma ou mais dessas posi¢cdes estado ligadas a um poli-
mero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia
ndo natural na posi¢gao 91 e posicao 108 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) e uma ou mais dessas posi¢des estdo ligadas a
um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocor-
réncia ndo natural na posi¢ao 131 e posi¢cao 108 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos

correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) e uma ou mais dessas posi¢oes estdo liga-
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das a um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de
ocorréncia nao natural na posi¢ao 131 e posi¢cao 77 (SEQ ID NO:1 ou os aminoaci-
dos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) e uma ou mais dessas posigdes estao
ligadas a um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido
de ocorréncia nao natural na posi¢cao 91 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
pondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel em agua. Em outra
modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natural na posi¢cao 131 (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um po-
limero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia
nao natural na posicao 108 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade,
existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural na posi¢cao 77 (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel
em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural na
posigao 72 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7) ligado a um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoaci-
do de ocorréncia nao natural na posigédo 87 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos cor-
respondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel em agua. Em ou-
tra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia nao natural na posi¢cao 86 (SEQ
ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um po-
limero soluvel em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia
ndo natural na posicao 126 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas
SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel em agua. Em outra modalidade,
existe um aminoacido de ocorréncia n&do natural na posig¢ao 110 (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-7) ligado a um polimero soluvel
em agua. Em outra modalidade, existe um aminoacido de ocorréncia ndo natural na
posi¢ao 83 (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes nas SEQ ID NOs: 2-
7) ligado a um polimero soluvel em agua.

[00326]Uma ampla variedade de aminoacidos ndo naturalmente codificados
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pode ser substituida por, ou incorporado em, uma dada posicdo em um polipeptideo
FGF-21. Em geral, um aminoacido ndo naturalmente codificado particular é selecio-
nado para incorporagdo baseada em um exame da estrutura cristal tri-dimensional
de um polipeptideo FGF-21 ou outro membro da familia FGF com seu receptor, uma
preferéncia para substituicdbes conservadas (isto €, aminoacidos nao naturalmente
codificados baseados em arila, tais como p-acetilfenilalanina ou O-propargiltirosona
substituindo por Phe, Tyr ou Trp), e conjugacédo quimica especifica que um deseja
introduz no polipeptideo FGF-21 (por exemplo, a introdugdo de 4-azidofenilalanina
se um quer o efeito da cicloadigdo [3+2] Huisgen com um polimero soluvel em agua
produzindo uma fragao alquino ou uma formacao de ligacdo amida com um polimero
soluvel em agua que produz um éster arila que, por sua vez, incorpora uma fragao
fosfina).

[00327]Em uma modalidade, o método ainda inclui incorporagao na proteina
de aminoacido n&o natural, onde o aminoacido nao natural compreende um primeiro
grupo reativo; e em colocando em contado a proteina com uma molécula (incluindo
mas néo limitado a um marcador, um corante, um polimero, um polimero soluvel em
agua, um derivado de polietileno glicol, um ligante foto-cruzado, um radiois6topo, um
composto citotoxico, uma droga, um marcador de afinidade, um marcador de foto-
afinidade, um composto reativo, uma resina, uma segunda proteina ou polipeptideo
ou analogo de polipeptideo, um anticorpo ou fragmento de anticorpo, um quelante
metal, um co-fator, um acido graxo, um polinucleotideo, um DNA, um RNA, um poli-
nucleotideo anti-senso, um sacarideo, um dendrimero soluvel em agua, uma ciclo-
dextrina, um acido ribonucléico inibitério, um biomaterial, uma nanoparticula, um
marcador de rotacdo, um fluoréforo, uma fracao contendo metal, uma fragcédo radioa-
tiva, um novo grupo funcional, um grupo que covalentemente ou ndo covalentemen-
te interage com outras moléculas, uma fragao foto-ligada, uma fragcao actinica de
radiacao excitavel, uma fracao foto-isomerizavel, biotina, um derivado de biotina, um
analogo de biotina, uma fracdo de incorporagdao de um atomo pesado, um grupo

quimicamente clivavel, um grupo foto-clivavel, uma cadeia lateral alongada, um agu-
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car ligado a carbono, um agente redox-ativo, um amino tioacido, uma fragao toxica,
uma fragao isotipicamente marcada, um padrao biofisico, um grupo fosforescente,
um grupo quimioluminescente, um grupo eletro denso, um agente biologicamente
ativo, um marcador detectavel, uma molécula pequena, um ponto quantico, um na-
notransmissor, um radionucleotideo, um radiotransmissor, um agente de captura de
néutron, ou qualquer combinagdo acima, ou qualquer outro composto ou substancia
desejavel) que compreende um segundo grupo reativo. O primeiro grupo reativo re-
age com o segundo grupo reativo para ligar a molécula ao aminoacido nao natural
através de uma cicloadi¢do [3+2]. Em uma modalidade, o primeiro grupo reativo &
uma fragao alquinila ou azida e o segundo grupo reativo € uma fragdo azida ou al-
quinila. Por exemplo, o primeiro grupo reativo € uma fragao alquinila (incluindo, mas
nao limitada a um aminoacido p-propargiloxifenilalanina nao natural) e o segundo
grupo reativo é a fracdo azida. Em outro exemplo, o primeiro grupo reativo é a fragcéo
azida (incluindo, mas nao limitado ao aminoacido p-azido-L-fenilalanina nao natural)
e 0 segundo grupo reativo é a fragao alquinila.

[00328]Em alguns casos, a(s) substituicdo(s) de aminoacido(s) nao natural-
mente codificado(s) sera(dao) combinada(s) com outras adi¢des, substituicdes ou de-
lecdes dentro do polipeptideo FGF-21 para afetar outros tragos bioldgicos do poli-
peptideo FGF-21. Em alguns casos, as outras adi¢des, substituicdes ou delecdes
podem aumentar a estabilidade (incluindo, mas nao limitada a, resisténcia a degra-
dagao proteolitica) do polipeptideo FGF-21 ou aumentar a afinidade do polipeptideo
FGF-21 para seu receptor. Em alguns casos, as outras adi¢des, substituicbes ou
delecbes podem aumentar a estabilidade farmacéutica do polipeptideo FGF-21. Em
alguns casos, as outras adi¢des, substituicdes ou dele¢gdes podem aumentar a solu-
bilidade (incluindo, mas nao limitado a quando expresso em E. coli ou outras células
hospedeiras) do polipeptideo FGF-21. Em algumas modalidades adigdes, substitui-
¢des ou delegcbes podem aumentar a solubilidade do polipeptideo seguindo expres-
sao em E. coli ou outras células hospedeiras recombinantes. Em algumas modalida-

des sdo selecionadas para substituicdo com um aminoacido naturalmente ou nao
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naturalmente codificado em adigdo ao outro sitio para incorporacdo de um aminoaci-
do nao natural que resulta no aumento da solubilidade do polipeptideo seguindo a
expressao em E. coli ou outras células hospedeiras recombinantes. Em algumas
modalidades, os polipeptideos FGF-21 compreendem outra adigao, substituicdo ou
delecao que modula a afinidade para o receptor do polipeptideo FGF-21, ligagao de
proteinas, ou ligante associado, modula o sinal de transducéo apds a ligagao ao re-
ceptor FGF-21, modula a meia vida de circulagdo, modula a liberagao ou biodisponi-
bilidade, facilita a purificagdo, ou melhora ou altera uma via particular de administra-
¢ao. Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21 compreendem uma adig¢ao,
substituicdo ou delecdo que aumenta a afinidade da variante FGF-21 para seu re-
ceptor. Similarmente, polipeptideos FGF-21 podem compreender sequéncias de cli-
vagem quimica ou enzimatica, sequéncia de clivagem de protease, grupos reativos,
dominios ligadores de anticorpos (incluindo, mas nao limitado a FLAG ou poli-His) ou
outras sequéncias baseadas em afinidade (incluindo, mas nao limitado a FLAG, poli-
His, GST, etc) ou moléculas ligadas (incluindo, mas nao limitadas a biotina) que au-
mentam a deteccdo (incluindo, mas nao limitado a GFP), purificagcdo, transporte
através de tecido ou membranas celulares, liberacdo de pré-droga ou ativagao, re-
dugao do tamanho de FGF-21, ou outros tragos do polipeptideo.

[00329]Em algumas modalidades, a substituicdo de um aminoacido nao na-
turalmente codificado gera um antagonista FGF-21. Em algumas modalidades, um
aminoacido ndo naturalmente codificado é substituido ou adicionado em uma regiao
envolvida com a ligagao do receptor. Em algumas modalidades, um aminoacido nao
naturalmente codificado € substituido ou adicionado em uma regidao envolvida com
ligacdo de heparina. Em algumas modalidades, antagonistas de FGF-21 compreen-
dem pelo menos uma substituicdo que causa FGF-21 para atuar como um antago-
nista. Em algumas modalidades, o antagonista FGF-21 compreende um aminoacido
nao naturalmente codificado ligado a um polimero soluvel em agua que esta presen-
te em uma regiao de ligagao ao receptor da molécula FGF-21.

[00330]Em alguns casos, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoacidos sao
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substituidos com um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados. Em alguns
casos, o polipeptideo FGF-21 ainda inclui 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais substi-
tuicbes de um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados para aminoacidos
de ocorréncia natural. Por exemplo, em algumas modalidades, um ou mais residuos
em FGF-21 sao substituidos com um ou mais aminoacidos ndo naturalmente codifi-
cados. Em alguns casos, o um ou mais residuos nao naturalmente codificados séo
ligados a um ou mais PEGs lineares ou ramificados de peso molecular mais baixo,
assim, aumentado a afinidade de ligagao e comparavel meia vida sérica relativa as
espécies ligadas a um PEG unico de peso molecular mais alto.

[00331]Em algumas modalidades, até dois dos seguintes residuos de FGF-
21 sé&o substituidos com um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados.

VIl. Expressdo em N&o-eucariotos e Eucariotos

[00332]Para obter alto nivel de expressao de um polipeptideo FGF-21 clo-
nado, um tipico polinucleotideo subclone codificando um polipeptideo FGF-21 da
invencao em um vetor de expressao que contém um promotor forte para direcionar a
transcricdo, um terminador de transcricao/traducao, e se para um acido nucléico co-
dificando uma proteina, um sitio ligador de ribossomo para iniciacao da traducao.
Promotores bacterianos adequados sao conhecidos pelos versados na técnica e
descritos, por exemplo, em Sambrook et al e Ausubel et al.

[00333]Sistemas de expressao bacteriano para expressao de polipeptideos
FGF-21 da invengao sao disponiveis em, incluindo mas nao limitados a, E. coli, Baci-
llus sp. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
e Salmonella (Palva et al, gene 22:229-235 (1983); Mosbach et al, Nature 302:543-
545 (1983)). Kits para tais sistemas de expressdo sdo comercialmente disponiveis.
Sistemas de expressdo eucariotos para células mamiferas, levedura, e células de
inseto s&o conhecidos pelos versados na técnica e sao também comercialmente dis-
poniveis. Em casos onde tRNAs ortogonais e aminoacil tRNA sintetases (descrito
acima) sao utilizados para expressar os polipeptideos FGF-21 da invencéo, células

hospedeiras para expressao sdo selecionadas baseadas em sua habilidade para
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usar os componentes ortogonais. Células hospedeiras exemplares incluem bactérias
Gram-positivas (incluindo, mas nao limitadas a B.brevis, B. Subtilis, ou Strep-
tomyces) e bactérias Gram-negativas (E. coli, Pseudomonas fluorescens, Pseudo-
monas aeruginosa, Pseudomona putida), bem como levedura e outras células euca-
riotas.

[00334]Uma célula hospedeira eucariota ou célula hospedeira ndo eucariota
da presente invencéo prové a habilidade de sintetizar proteinas que compreendem
aminoacidos nao naturais em grandes quantidades uteis. Em um aspecto, a compo-
sigcado opcionalmente inclui, incluindo mas n&o limitado a pelo menos 10 microgra-
mas, pelo menos 50 microgramas, pelo menos 75 microgramas, pelo menos 100
microgramas, pelo menos 200 microgramas, pelo menos 250 microgramas, pelo
menos 500 microgramas, pelo menos 1 miligrama, pelo menos 10 miligramas, pelo
menos 100 miligramas, pelo menos um grama, ou mais da proteina que compreende
um aminoacido nao natural, ou uma quantidade que pode ser alcangada com méto-
dos de producgao de proteina in vivo (detalhes na producgao e purificacdo de proteina
recombinante s&o providas aqui). Em outro aspecto, a proteina esta opcionalmente
presente na composicdo em uma concentragao de, incluindo mas nao limitado a,
pelo menos 10 microgramas de proteina por litro, pelo menos 50 microgramas de
proteina por litro, pelo menos 75 microgramas de proteina por litro, pelo menos 100
microgramas de proteina por litro, pelo menos 200 microgramas de proteina por litro,
pelo menos 250 microgramas de proteina por litro, pelo menos 500 microgramas de
proteina por litro, pelo menos 1 miligrama de proteina por litro, pelo menos 10 mili-
gramas de proteina por litro ou mais, em, incluindo mas nao limitado a, um lisado
celular, um tampao, uma tampao farmacéutico, ou outra suspenséao liquida (incluindo
mas nao limitado a, em um volume de, incluindo mas nao limitado a qualquer um
entre 1 nL a cerca de 100 L ou mais). A producao de grandes quantidades (incluin-
do, mas né&o limitado a maiores que, que tipicamente possivel com outros métodos,
incluindo mas nao limitado a traducgao in vitro) de uma proteina em uma célula euca-

riota incluindo pelo menos um aminoacido nao natural que € a caracteristica da in-
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vengao.

[00335]Uma célula hospedeira eucariota ou célula hospedeira ndo eucariota
da presente invengao prové a habilidade de biosintetizar proteinas que compreen-
dem aminoacidos n&o naturais em grandes quantidades uteis. Por exemplo, protei-
nas compreendendo um aminoacido nao natural podem ser produzidas em uma
concentracéo de, incluindo mas ndo limitada a pelo menos 10 pg/litro, pelo menos
50 ugllitro, pelo menos 75 nug/litro, pelo menos 100 ug/litro, pelo menos 200 pg/litro,
pelo menos 250 ug/litro, ou pelo menos 500 ug/litro, pelo menos 1 mg/litro, pelo me-
nos 2 mg/litro, pelo menos 3 mg/litro, pelo menos 4 mg/litro, pelo menos 5 mg/litro,
pelo menos 6 mg/litro, pelo menos 7 mg/litro, pelo menos 8 mg/litro, pelo menos 9
mg/litro, pelo menos 10 mg/litro, pelo menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 mg/litro, 1 gl/litro, 5 g/litro, 10 g/litro ou mais da
proteina em um extrato celular, lisado celular, meio de cultura, um tampéao, e/ou se-
melhantes.

|.Sistemas de Expressao, Cultura e Isolamento

[00336]Polipeptideos FGF-21 podem ser expressos em qualquer numero de
sistemas de expressao adequados incluindo, por exemplo, levedura, células de inse-
to, células mamiferas, e bactérias. Uma descricao de sistemas de expressdo exem-
plares é provida abaixo.

[00337]Levedura. Como aqui utilizado, o termo “levedura” inclui qualquer das
varias leveduras capazes de expressar um gene codificando um polipeptideo FGF-
21. Tais leveduras incluem, mas nao sao limitadas a leveduras ascosporogenous
(Endomycetales), leveduras basidiosporogenous e leveduras pertencendo ao grupo
de Fungos imperfeitos (Blastomycetes). As leveduras ascosporogenous sao dividi-
das em duas familias, Spermophthraceae e Saccharomycetaceae. A ultima é com-
preendida de quatro familias, Schizosaccharomycoideae (por exemplo, género Schi-
zosaccharomyces), Nadsonioideae, Lipomycoideae e Saccharomycoideae (por
exempo, género Pichia, Kluyveromyces e Saccharomyces). As leveduras basidios-

porogenous incluem o género Leucosporidium, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Filo-
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basidium, e Filobasidiella. Leveduras pertencendo ao grupo de Fungos imperfeitos
(Blastomycetes) sao divididas em duas familias, Sporobolomycetaceae (por exem-
plo, género Sporobolomyces e Bullera) e Cryptococcaceae (por exemplo, género
Candida).

[00338]De particular interesse para uso com a presente invengao séo espe-
cies dentro do género Pichia, Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccha-
romyces, Hansenula, Torulopsis, e Candida, incluindo, mas nao limitado a P. Pasto-
ris, P. Guillerimondii, S. cerevisiar, S. carlsbergensis, S. diastaticus, S. douglasii, S.
kluyveri, S. norbensis, S. oviformis, K. lactis, K. fragilis, C. albicans, C. maltosa, e H.
polymorpha.

[00339]A selecado de levedura adequada para expressao de polipeptideos
FGF-21 esta dentro das habilidades de um versado na técnica. Na selecdo de hos-
pedeiros de levedura para expressao, hospedeiros adequados podem incluir aqueles
mostrados para ter, por exemplo, boa capacidade de secre¢ao, baixa atividade pro-
teolitica, boa capacidade de secregao, boa produgdo de proteina soluvel, e robustez
geral. Leveduras sdo geralmente disponiveis a partir de uma variedade de fontes
incluindo, mas nao limitadas ao Centro de Estoque Genético de Levedura, Departa-
mento de Biofisica e Fisica Médica, Universidade da Califérnia (Berkeley, CA), e a
Colegao de Cultura do Tipo Americada (“ATCC”) (Manassas, VA).

[00340]0O termo “levedura hospedeira” ou “célula levedura hospedeira” inclui
levedura que pode ser, ou tem sido, utilizada como um recipiente para vetores re-
combinantes ou outros de transferéncia de DNA. O termo incluir a progénie da célula
levedura hospedeira original que tenha recebido os vetores recombinantes ou outros
DNA de transferéncia. E entendido que a progénie de uma célula parental Unica po-
de nao necessariamente ser completamente idéntica em morfologia ou em genémica
ou DNA total complementar para o parente original, devido a mutagao acidental ou
deliberada. Progénie da célula parental que é suficientemente similar ao parental a
ser CARACTERIZADO pela propriedade relevante tal como a presenga de uma se-

quéncia nucleotidica codificando um polipeptideo FGF-21, é incluida na progénie
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pela definigao.

[00341]Vetores de expressao e transformacao, incluindo replicons extra-
cromossomais ou vetores integrantes, tém sido desenvolvidos para transformacéao
em muitas leveduras hospedeiras. Por exemplo, vetores de expressao tém sido de-
senvolvidos para S. cerevisiae (Sikorsi et al, GENETICS (1989) 122:19; Ito et al, J.
BACTERIOL. (1983) 153:163; Hinnen et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. EUA (1978)
75:1929); C. Albicans (Kurtz, et al, MOL. CELL. BIOL. (1986) 6:142); C. maltose
(Kunze et al, J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141); H. polymorpha (Gleeson et al,
J. GEN. MICROBIOL. (1986) 132:3459; Roggenkamp et al, MOL. GENETICS AND
GENOMICS (1986) 202:302); K. fragilis (Das et al, J. BACTERIOL. (1984)
158:1165); K. lactis (De Louvencourt et al, J. BACTERIOL. (1983) 154:737; Van den
Berg et al, BIOTECHNOLOGY (NI) (199) 8:135); P. guillerimondii (Kunze et al, J.
BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141); P. pastoris (Patente dos EUA Nos. 5.324.639,
4.929.555; e 4.837.148; Cregg et al, MOL. CELL. BIOL. (1985) 5:3376); Schizosac-
charomyces pombe (Beach et al, NATURE (1982) 300:706); e Y. lipolytica; A. nidu-
lans (Ballance et al, BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1983) 112:284-89; Til-
burn et al, GENE (1983) 26:205-221; e Yelton et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. EUA
(1984) 81:1470-74); A. niger (Kelly e Hynes, EMBO J. (1985) 4:475-479); T. reesia
(EP 0 244 234); e fungos filamentosos tais como, por exemplo, Neurospora, Penicil-
lium, Tolypoclacladium (WO 91/00357), cada um aqui incorporado por referéncia.

[00342]Sequéncias controle para leveduras vetores sdo conhecidas pelos
versados na técnica e incluem, mas nao sao limitadas a regides promotoras a partir
de genes tais como alcool deiidrogenase (ADH) (EP 0 284 044); enolase; glucoqui-
nase; glicose-6-fosfato isomerase; gliceraldeido-3-fosfato-deiidrogenase (GAP ou
GAPDH); hexoquinase; fosfofrutoquinase; 3-fosfoglucerato mutase; e piruvato quinse
(PyK) (EP 0 329 203). O gene PHO05 da levedura, codificando fosfatase acida, tam-
bém pode prover sequéncias promotoras uteis (Miyanohara et al, PROC. NATL.
ACAD. SCI. EUA (1983) 80:1). Outras sequéncias promotoras adequadas para uso

com leveduras hospedeiras podem incluir os promotores para 3-fosfoglicerato qui-
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nase (Hitzeman et al, J. BIOL. CHEM. (1980) 255:12073); e outras enzimas glicoliti-
cas, tais como piruvato decarboxilase, triosefosfato isomerase, e fosfoglicose isome-
rase (Holland et al, BIOCHEMISTRY (1978) 17:4900; Hess et al, J. ADV. ENZYME
REG. (1969) 7:149). Promotores de levedura induziveis tendo a vantagem adicional
de transcricdo controlada por condigdes de crescimento podem incluir as regides
promotoras para alcool deidrogenase 2; isocitocrommo C; fosfatase acida; meta-
lotioneina; gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase; enzimas degradativas associadas
com metabolismo de nitrogénio; e enzimas responsaveis para uso de maltose e ga-
lactose. Vetores e promotores adequados para uso em expressdao em levedura sao
ainda descritos na EP 0 073 657.

[00343]Aumentadores de levedura podem ser utilizados com promotores de
levedura. Em adi¢ao, promotores sintéticos podem também funcionar como promoto-
res de levedura. Por exemplo, sequéncias de ativacao supra-correntes (UAS) de um
promotor podem ser unidos com a regiao de ativagao de transcrigao de outro promo-
tor de levedura, criando um promotor hibrido sintético. Exemplos de tais promotores
hibridos incluem a sequéncia regulatéria ADH ligada a regido de ativacao de trans-
cricao GAP. Ber, Patente dos EUA Nos. 4.880.734 e 4.876.197, que sao aqui incor-
poradas por referéncia. Outros exemplos de promotores hibridos incluem promotores
que consistem em sequéncias regulatérias dos genes ADH2, GAL4, GAL10 ou
PHO5, combinados com regidao de ativacao transcricional de um gene da enzima
glicolitica tais como GAP e PyK. Ver, EP 0 164 556. Além disso, um promotor de
levedura pode incluir promotores de ocorréncia natural de origem néao levedura que
tém habilidade de se ligar a RNA polimerase de levedura e iniciar a transcrigcéo.

[00344]0utros elementos controle que podem compreender parte dos veto-
res de expressao de levedura incluem terminadores, por exemplo, a partir GAPDH
ou os genes enolase (Holland et al, J. BIOL. CHEM. (1981) 256:1385). Em adicao, a
origem da replicagéo a partir de 2 pu do plasmideo de origem é adequada para leve-
dura. Um gene de selegao adequado para uso em leveduras é o presente gene trp1

no plasmideo da levedura. Ver, Tschumper et al, GENE (1980) 10:157; Kingsman et
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al, GENE (1979) 7:141. O gene trp1 prové um marcador de selegao para uma cepa
mutante de levedura faltando a habilidade de crescimento no triptofano. Similarmen-
te, cepas de levedura deficientes em Leu2 (ATCC 20, 622, ou 38.626) sao comple-
mentadas por plasmideos conhecidos produzindo o gene Leu?2.

[00345]Métodos de introdugao de DNA exdgeno em leveduras hospedeiras
sao conhecidos pelos versados na técnica, e tipicamente incluem, mas nao sao limi-
tados a ou a transformacao de esferoplastos ou se células leveduras hospedeiras
intactas com cations alcalis. Por exemplo, transformagao de levedura pode ser reali-
zada de acordo com o método descrito em Hsiao et al, PROC. NATL. ACAD. SCI.
EUA (1979) 76:3829 e Van Solingen et al, J. BACT. (1977) 130:946. Entretanto, ou-
tros meétodos para introducdo de DNA em células tais como inje¢cao nuclear, eletro-
poracao, ou fusao de protoplasto podem também ser utilizados como descrito geral-
mente em SAMBROOK et al, MOLECULAR CLONING: A LAB. MANUAL (2001).
Células leveduras hospedeiras podem entdo ser cultivadas utilizando técnicas pa-
drées conhecidas pelos versados na técnica.

[00346]0Outros métodos para expressao de proteinas homoélogas em células
leveduras hospedeiras sao conhecidos pelos versados na técnica. Ver, geralmente,
Pedido de Patente dos EUA No. 20020055169, Patente dos EUA Nos. 6.361.969,
6.312.923; 6.183.985; 6.083.723; 6.017.731; 5.674.706; 5.629.203; 5.602.034; e
5.089.398; Patente Re-examiada dos EUA Nos. RE37.343 e RE35.749; Pedidos de
Patente Publicados PCT WO 99/07862; WO 98/37208; e WO 98/26080; Pedidos de
Patente Européia EP 0 946 736; EP 0 732 403; EP 0 480 480; WO 90/10277; EP 0
340 986; EP 0 329 203; EP 0 324 274; e EP 0 164 556. Ver também Gellissen et al,
ANTONIE VAN LEEUWENHOEK (1992) 62(1-2):79-93; Romanos et al, YEAST
(1992) 8(6):423-488; Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1990) 185-3-7, cada
uma dos quais é aqui incorporada por referéncia.

[00347]As cepas de leveduras hospedeiras podem ser crescidas em fermen-
tadores durante o estagio de amplificacao utilizando métodos de alimentacdo em

banhos de fermentacdo conhecidos pelos versados na técnica. Os métodos de fer-
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mentacdo podem ser adaptados para contar para diferengas em uma via de utiliza-
¢ao de carbono da levedura hospedeira particular ou modo de controle de expres-
sdo. Por exemplo, fermentacdo de uma levedura hospedeira Saccharomyces pode
requerer uma alimentagdo unica de glicose, fonte de nitrogénio complexa (por
exemplo, hidrolisados de caseina), e suplementagdo com multiplas vitaminas. Em
contraste, levedura metilotréfica P. Pastoris pode requerer glicerol, metanol, e tragos
de alimento mineral, mas somente sais de amoénio simples (nitrogénio) para 6timo
crescimento e expressao. Ver, por exemplo, Patente dos EUA No. 5.324.639; Elliott
et al, J. PROTEIN CHEM. (1990) 9:95; e Fieschko et al, BIOTECH, BIOENG. (1987)
29:1113, aqui incorporada por referéncia.

[00348]Tais métodos de fermentagao, entretanto, podem ter certas caracte-
risticas comuns independentes da cepa de levedura hospedeira empregada. Por
exemplo, um nutriente limitante de crescimento, tipicamente carbono, pode ser adi-
cionado ao fermentador durante a fase de amplificacdo para permitir crescimento
maximo. Em adigdo, métodos de fermentacdo geralmente empregam um meio de
fermentagao desenhado para conter quantidades adequadas de carbono, nitrogénio,
sais basicos, fésforo, e outros nutrientes menores (vitaminas, tracos de minerais e
sais, etc). Exemplos de meios de fermentagao para uso com Pichia sao descritos na
Patente dos EUA Nos. 5.324.639 e 5.231.187, que sao aqui incorporados por refe-
réncia. WO 2005/091944 que é aqui incorporada por referéncia descreve a expres-
s&o do FGF-21 em levedura.

[00349]Células de Inseto Infectadas com Baculovirus. O termo “inseto hos-
pedeiro” ou “célula hospedeira de inseto” refere-se a um inseto que pode estar, ou
tenha sido utilizado como um recipiente para vetores recombinantes ou outra trans-
feréncia de DNA. O termo inclui a progénie da célula hospedeira do inseto original
que tenha sido transfectado. E entendido que a progénie de uma célula parental Uni-
ca pode nao necessariamente ser completamente idéntica em morfologia ou em ge-
ndémica ou DNA complementar total ao parental original, devido a mutacéo acidental

ou deliberada. Progénie da célula parental que é suficientemente similar ao parental
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para ser caracterizada pela propriedade relevante, tal como a presenca de sequén-
cia nucleotidica codificando um polipeptideo FGF-21, sao incluidas em progénie ten-
cionada por esta definicao.

[00350]A selegao de células de inseto adequadas para expressao de poli-
peptideos FGF-21 é conhecida pelos versados na técnica. Varias espécies de inseto
sao bem descritas na técnica e sdo comercialmente disponiveis incluindo Aedes ae-
gypti, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda e Trichoplusia
ni. Na selegao de insetor hospedeiros para expressao, hospedeiros adequados po-
dem incluir aqueles mostrados ter, entre outros, boa capacidade de secregao, baixa
atividade proteolitica, e robustez geral. Insetos séo geralmente disponiveis a partir
de uma variedade de fontes, incluindo, mas nao limitadas ao Centro de Estoque Ge-
nético de Inseto, Departamento de Biofisica e Fisica Médica, Universidade da Cali-
férnia (Berkeley, CA); e a Colegao de Cultura Tipo Americana (“ATCC”) (Manassas,
VA).

[00351]Geralmente, os componentes de um sistema de expressao de inseto
infectado com baculovirus incluem um vetor de transferéncia, usualmente um plas-
mideo bacteriano, que contém ambos, um fragmento do genoma do baculovirus, e
um sitio de restricdo conveniente para inser¢ao do gene heterdlogo a ser expresso;
um baculovirus selvagem com sequéncias homoélogas ao fragmento baculovirus-
especifico no vetor de transferéncia (este permite a recombinacdo homéloga do ge-
ne heterélogo no genoma do baculovirus); e células de hospedeiras de insetos
apropriadas e meio de crescimento. Os materiais, métodos e técnicas utilizadas na
construcao dos vetores, células transfectadas, placas coletadas, células crescendo
em cultura, e semelhantes sdo conhecidos na técnica e manuais estao disponiveis
descrevendo essas técnicas.

[00352]Apos inserir o gene heterélogo no vetor de transferéncia, o vetor e o
genoma viral selvagem sao transfectados em uma célula hospedeira de inseto onde
o vetor e o genoma viral se recombinam. O pacote virus recombinante é expresso e

placas recombinantes sao identificadas e purificadas. Materiais e métodos para sis-
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temas de expressao baculovirus/célula de inseto sdo comercialmente disponiveis na
forma de kit a partir de, por exemplo, Invitrogen Corp. (Carlsbac, CA). Essas técnicas
sao geralmente conhecidas pelos versados na técnica e completamente descritas
em SUMMERS E SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN No. 1555 (1987), aqui incorporada por referéncia. Ver também,
RICHARDSON, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY: BACULOVIRUS
EXPRESSION PROTOCOLS (1995); AUSUBEL et al, CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY 16.9-16.11 (1994); KING e POSSEE, THE BACULOVIRUS
SYSTEM: A LABORATORY GUIDE (1992); e O'REILLY et al, BACULOVIRUS
EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992).

[00353]De fato, a producao de varias proteinas heterdlogas utilizando siste-
mas de expressao baculovirus/célula de inseto sdo conhecidos pelos versados na
técnica. Ver, por exemplo, Patente dos EUA Nos. 6.368.825; 6.342.216; 6.338.846;
6.261.805; 6.245.528; 6.225.060; 6.183.987; 6.168.932; 6.126.944; 6.096.304;
6.013.433; 5.965.393; 5.939.285; 5.891.676; 5.871.986; 5.861.279; 5.858.368;
5.843.733; 5.762.939; 5.753.220; 5.605.827; 5.583.023; 5.571.709; 5.516.657;
5.290.686; WO 02/06305; WO 01/90390; WO 01/27301; WO 01/05956; WO
00/55345; WO 00/20032; WO 99/51721; WO 99/45130; WO 99/31257; WO
99/10515; WO 99/09193; WO 97/26332; WO 96/29400; WO 96/25496; WO
96/06161; WO 95/20672; WO 93/03171; WO 92/16619; WO 92/02628; WO
92/01801; WO 89/01037; WO 88/07082; que sao aqui incorporadas por referéncia.

[00354]Vetores que sao Uteis nos sistemas de expressao baculovirus/célula
de inseto sdo conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, expressao no inseto e
vetores de transferéncia derivados a partir do baculovirus virus poliedrose nuclear
Autographacalifornica (AcNPV), que é independente de auxilio, vetor de expressao
viral. Vetores de expressao viral derivados a partir do sistema usualmente usam o
forte promotor do gene poliedrina viral para dirigir a expressao dos genes heterdlo-
gos. Ver, geralmente, O'Reilly et al, BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A
LABORATORY MANUAL (1992).
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[00355]Antes de inserir o gene estranho no genoma do baculovirus, os com-
ponentes acima descritos, compreendendo um promotor, lider (se desejado), se-
quéncia codificadora de interesse, e sequéncia de terminagao de transcricdo, sédo
tipicamente unidos em uma construgao transplacemente intermediaria (vetor de
transferéncia). Construgdes transplacementes intermediarias sdo sempre mantidas
em um replicon, tal como um elemento cromossomal extra (por exemplo, plasmi-
deos) capazes de manutencao estavel em um hospedeiro, tal como bactéria. O re-
plicon tera um sistema de replicagao, entdo permitindo ser mantido em um hospedei-
ro adequado para clonar e amplificar. Mais especificamente, o plasmideo pode con-
ter o sinal poliedrina poliadenilacao (Miller, ANN. REV. MICROBIOL. (1988) 42:177)
e um gene de resisténcia a ampicilina (amp) procarioto e origem de replicagao para
selecao e propagacao em E. coli.

[00356]Um vetor de transferéncia comumente usado para introduzir genes
externos no AcNPV é pAc373. Muitos outros vetores, conhecidos pelos versados na
técnica, tém também sido desenhados incluindo, por exemplo, pVL985, que altera o
coédon inicial poliedrina a partir de ATG e ATT, e que introduz um sitio de clonagem
BamHI de 32 pares de base abaixo da cascata de ATT. Ver, Luckon e Summers,
VIROLOGY 170:31 (1989). Outros vetores disponiveis comercialmente incluem, por
exemplo, PblueBac4.5/V5-His; pBlueBacHis2; pMelBac; pBlueBac4.5 (Invitrogen
Corp. Carlsbad, CA).

[00357]Apds a insercdao do gene heterdlogo, o vetor de transferéncia e ge-
noma baculoviral selvagem sao co-transfectados em uma célula hospedeira de inse-
to. Métodos para introduzir DNA heterdlogo em um sitio desejado no virus baculovi-
rus sao conhecidos na técnica. Ver, SUMMERS e SMITH, TEXAS AGRICULTURAL
EXPERIMENT STATION BULLETIN No. 1555 (1987); Smith et al, MOL. CELL.
BIOL. (1983) 3:2156; Luckow e Summers, VIROLOGY (1989) 170:31. Por exemplo,
a inser¢cao pode ser em um gene tal como o gene poliedrina, por recombinacédo de
dupla ligagao cruzada homologa; inser¢gao pode também estar em um sitio de restri-

¢ao de enzima construido no gene baculovirus desejado. Ver, Miller et al,
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BIOESSAYS (1989) 11(4):91.

[00358]Transfecgao pode ser realizada por eletroporacéo. Ver, TROTTER e
WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995); Mann e King, J. GEN.
VIROL. (1989) 70:3501. Alternativamente, lipossomos podem ser utilizados para
transfectar as células de insetos com vetor de expressao recombinante e o baculovi-
rus. Ver, por exemplo, Liebman et al, BIOTECHNIQUES (1999) 26(1):36; Graves et
al, BIOCHEMISTRY (1998) 37:6050; Nomura et al, J. BIOL. CHEM. (1998) 273
(22):13570; Schmidt et al, PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1998)
12:323; Siffert et al, NATURE GENETICS (1998) 18:45; TILKINS et al, CELL
BIOLOGY: A LABORATORY HANDBOOK 145-154 (1998); Cai et al. PROTEIN
EXPRESSION AND PURIFICATION (1997) 10:263; Dolphin et al, NATURE
GENETICS (1997) 17:491; Kost et al, GENE (1997) 190:139; Jakobsson et al, J.
BIOL. CHEM. (1996) 271:22203; Rowles et al, J. BIOL. CHEM. (1996)
271(37):22376; Reverey et al, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(39):23607-10; Stanley et
al, J. BIOL. CHEM. (1995) 270:4121; Sisk et al, J. VIROL. (1994) 68(2):766; e Peng
et al, BIOTECHNIQUES (1993) 14(2):274. Lipossomos comercialmente disponiveis
incluem, por exemplo, Cellfectin® e Lipofectin® (Invitrogen, Corp. Carlsbad, CA). Em
adicao, transfecgcdo com fosfato de calcio pode ser utilizada. Ver, TROTTER e
WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995); Kitts, NAR (1990)
18(19):5667; e Mann e King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501.

[00359]Vetores de expressao baculovirus usualmente contém um promotor
baculovirus. Um promotor baculovirus e qualquer sequéncia de DNA capaz de se
ligar a uma RNA polimerase de baculovirus e iniciar a cascata de transcri¢cao (3’) de
uma sequéncia codificante (por exemplo, gene estrutural) em RNAmM. Um promotor
tera uma regido de iniciagao de transcrigdo que é usualmente colocada proxima a
terminacado 5 da sequéncia codificante. Esta regido de iniciagdo de transcri¢ao tipi-
camente inclui um sitio de ligagcdo de RNA polimerase e um sitio de iniciagcdo de
transcricdo. Um promotor baculovirus pode também ter um segundo dominio cha-

mado um aumentador, que, se presente, € usualmente distal ao gene estrutural.
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Além disso, expressao pode ser ou regulada ou constitutiva.

[00360]Genes estruturais, abundantemente transcritos em tempos tardios no
ciclo de infeccao, provém particularmente sequéncias promotoras uteis. Exemplos
incluem sequéncias derivadas a partir do gene codificando a proteina viral poliedron
(FRIESEN et al, The Regulation of Baculovirus Gene Expression in THE
MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUSES (1986); EP 0, 127 839 e 0 155 476)
e 0 gene codificando a proteina p10 (Vlak et al, J. GEN. VIROL. (1988) 69:765).

[00361]O vetor de expressao de baculovirus recém-formado € empacotado
em um baculovirus recombinante infeccioso e subsequentemente crescimento de
placas podem ser purificados por técnicas conhecidas pelos versados na técnica.
Ver, Miller et al, BIOESSAYS (1989) 11(4):91; SUMMERS AND SMITH, TEXAS
AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN No. 1555 (1987).

[00362]Vetores de expressédo de baculovirus recombinante tém sido desen-
volvidos para infecgdo em varias células de inseto. Por exemplo, baculovirus recom-
binantes tém sido desenvolvidos para, por exemplo, Aedes aegypti (ATCC No. CCL-
125), Bombyx mori (ATCC No. CRL-8910). Drosophila melanogaster (ATCC No.
1963), Spodoptera frugiperda, e Trichoplusia ni. Ver, Wright, NATURE (1986)
321:718; Carbonell et al, J. VIROL. (1985) 56:153; Smith et al, MOL. CELL. BIOL.
(1983) 3:2156. Ver, geralmente, Fraser et al, IN VITRO CELL. DEV. BIOL. (1989)
25:225. Mais especificamente, as linhagens celulares utilizadas para sistemas de
vetor de expressao de baculovirus comumente incluem, mas nao sao limitados a,
Sf9 (Spodoptera frugiperda) (ATCC No. CRL-1711), Sf21 (Spodoptera frugiperda)
(Invitrogen Corp., Cat. No. 11497-013) (Carlsbad, CA)). Tri-368 (Trichopulsia ni), e
High-Five® BTI-TN-5BI-4 (Trichopulsia ni).

[00363]Células e meios de cultura sdo comercialmente disponiveis para am-
bas, expressdao direta e fusdo de polipeptideos heterélogos em um baculovi-
rus/expressao, € uma tecnologia de cultura celular € geralmente conhecida pelos
versados na técnica.

[00364]E. coli, espécies de Pseudomonas, e outros Procariotos. Técnicas de
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expressao bacteriana sdo conhecidas pelos versados na técnica. Uma ampla varie-
dade de vetores esta disponivel para uso em hospedeiros bacterianos. Os vetores
podem ser vetores de coOpias unicas ou baixas e altas multi-copias. Vetores podem
servir para clonagem e/ou expressdao. Em visdo da ampla literatura que concerne
vetores, disponibilidade comercial de muitos vetores, e mesmo manuais descreven-
do vetores e seus mapas de restricao e caracteristicas, nenhuma discussao extensa
€ requerida aqui. Como € bem conhecido, os vetores normalmente envolvem marca-
dores permitindo a selegado, cujos marcadores podem prover resisténcia a agente
citoxico, prototrofia ou imunidade. Frequentemente, uma pluralidade de marcadores
esta presente, que prové para diferentes caracteristicas.

[00365]Um promotor bacteriano é qualquer sequéncia de DNA capaz de se
ligar a RNA polimerase bacteriana e iniciar a cascada de transcrigao (3) de uma se-
quéncia codificante (por exemplo, gene estrutural) em RNAm. Um promotor tera uma
regiao de iniciagao de transcrigdo que € usualmente colocada proxima a terminacao
5’ da sequéncia codificante. Esta regidao de iniciagdo de transcrigcao tipicamente inclui
um sitio de ligacdo de RNA polimerase e um sitio de iniciagéo de transcrigdo. Um
promotor bacteriano pode também ter um segundo dominio chamado um operador,
que pode sobrepor um sitio de ligacdo da RNA polimerase em que a sintese de RNA
comeca. O operador permite transcrigdo negativa regulada (induzivel), como uma
proteina repressora de gene pode ligar o operador e assim inibir a transcricdo de um
gene especifico. Expressao constitutiva pode ocorrer em auséncia de elementos re-
gulatérios negativos, tal como operador. Em adi¢do, regulagao positiva pode ser al-
cancada por uma sequéncia ligante de proteina ativadora, que, se presente € usu-
almente préoxima (5’) a sequéncia ligante de RNA polimerase. Um exemplo de uma
proteina ativadora do gene é a proteina ativadora de catabdlito (CAP), que ajuda a
iniciar a transcrigao do lac operon em Escherichia coli (E. coli) [Raibaud et al, ANNU.
REV. GENET. (1984) 18:173]. Expressao regulada pode assim ser ou positiva ou
negativa, assim, ou aumentando ou reduzindo a transcri¢ao.

[00366]Sequéncias codificando enzimas da via metabdlica provém sequén-
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cias promotoras particularmente uteis. Exemplos incluem sequéncias promotoras
derivadas a partir de enzimas metabolizadoras de agucar, tais como galactose, lac-
tose (lac) {Chang et al, NATURE (1977) 198:1056}, e maltose. Exemplos adicionais
incluem sequéncias promotoras derivadas a partir de enzimas biossintéticas tais co-
mo triptofano (trp) [Goeddel et al, NUC. ACIDS. RES. (1980) 8:4057; Yelverton et al,
NUCL, ACIDS RES. (1981) 9:731; Pat. dos EUA No. 4.738.921; Ped. EP Nos. 036
776 e 121 775, que sao aqui incorporados por referéncial. O sistema promotor de [3-
galactosidase (bla) [Weissmann (1981) “the cloning of interferon and other mistakes”
Em Interferon 3 (Ed. I. Gresser)], bacteriéfago lambda PL [Shimatake et al, NATURE
(1981) 292:128] e T5 [Pat. EUA No. 4.689.406, que sao aqui incorporadas por refe-
réncia] sistemas promotores também provém sequéncias promotoras uteis. Métodos
preferidos da presente invengao utilizam fortes promotores, tal como o promotor T7
para induzir polipeptideos FGF-21 em altos niveis. Exemplos de tais vetores sédo co-
nhecidos pelos versados na técnica e incluem as sérias pET29 a partir de Novagen,
e os vetores pPOP descritos em W099/05297, que é aqui incorporado por referén-
cia. Tais sistemas de expressao produzem altos niveis de polipeptideos FGF-21 no
hospedeiro sem comprometer a viabilidade da célula hospedeira ou parametros de
crescimento. pWT19 (Novagen) é outro vetor conhecido na técnica.

[00367]Em adigao, promotores sintéticos que ndo ocorrem na natureza tam-
bém funcionam, com promotores bacterianos. Por exemplo, sequéncias ativadoras
de transcrigdo de um promotor bacteriano ou bacteriéfago podem ser unidos com as
sequéncias operon de outro promotor bacteriano ou bacteriéfago, criando um promo-
tor hibrido sintético [Pat. dos EUA No. 4.551.433, que é aqui incorporado por refe-
réncia]. Por exemplo, o tac promotor € um promotor trp-lac hibrido compreendendo
de ambos, promotor trp e sequéncias operon que € regulada pelo repressor lac
[Amann et al, GENE (1983) 25:167; de Boer, et al, PROC. NATL. ACAD. SCI. (1983)
80:21]. Além disso, um promotor bacteriano pode incluir promotores de ocorréncia
natural de origen ndo bacteriana que tem a habilidade de se ligar a RNA polimerase

e iniciar a transcricdo. Um promotor de ocorréncia natural de origem n&o bacteriana
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pode também ser acoplado com uma RNA polimerase compativel para produzir altos
niveis de expressao de alguns genes em procariotos. O sistema bacteriéfago T7
RNA polimerase/promotor € um exemplo de um sistema promotor acoplado [Studier
et al, J. MOL. BIOL. (1986) 189;113; Tabor et al, Proc. Natl. Acad. Sci. (1985)
82:1074]. Em adi¢cdo, um promotor hibrido pode também ser compreendido de um
promotor bacteriéfago e uma regiao operadora E. coli (EP Pub. 267 851).

[00368]Em adicao a uma sequéncia promotora funcionando, um sitio de Ii-
gagao ao ribossomo eficiente é também util para a expressao de genes externos em
procariotos. Em E. coli, o sitio de ligagao de ribossomo é chamado sequéncia Shine-
Dalgarno (SD) e inclui um codon de iniciacao (ATG) e uma sequéncia de 3-9 nucleo-
tideos no comprimento localizado 3-11 nucleotideos acima do coédon de iniciagao
(Shine et al, NATURE (1975) 254:34]. A sequéncia SD é pensada promover a liga-
c¢ao de RNAmM ao ribossomo pelo pareamento de bases entre a sequéncia SD e a
terminacao 3’ da E. coli 16S rRNA [Steitz et al, “Genetic signals and nucleotide se-
quences in messenger RNA”, In Biological Regulation and Development: Gene Ex-
pression (Ed. R.F. Goldberger, 1979)]. Para expressar genes eucariotos e genes
procariotos com sitio de ligagdo ao ribossomo fraco [Sambrook et al. “Expression of
cloned genes in Escherichia coli”, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 1989].

[00369]0O termo “hospedeiro bacteriano” ou “célula bacteriana hospedeira”
refere-se a uma bactéria que pode ser, ou tem sido, utilizada como um recipiente
para vetores de recombinagao ou outra transferéncia de DNA. O termo inclui a pro-
génie da célula bacteriana hospedeira original que tem sido transfectada. E entendi-
do que a progénie de uma célula parental unica pode ndo necessariamente estar
completamente idéntica na morfologia ou na genémica ou DNA total complementar
ao parental original, devido a mutagéo acidental ou deliberada. Progénie da célula
parental que é suficientemente similar ao parental para ser caracterizada por propri-
edade relevante tal como a presenga de uma sequéncia nucleotidica codificando um
polipeptideo FGF-21, s&o incluidas na progénie tencionada por esta definigao.

[00370]A selecao de bactéria hospedeira adequada para expressao de poli-
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peptideos FGF-21 é conhecida pelos versados na técnica. Na selegao dos hospedei-
ros bacterianos para expressao, hospedeiros adequados podem incluir aqueles que
mostraram ter, entre outros, boa capacidade de formagao de inclusao corporal, baixa
atividade proteolitica, e robustez geral. Hospedeiros bacterianos sdo geralmente dis-
poniveis a partir de uma variedade de fontes incluindo, mas néo limitada pelo Centro
de Estoque Genético de Bactéria, Departamento de Biofisica e Fisica Médica, Uni-
versidade da Califérnia (Berkeley, CA) e a Colecado de Cultura do Tipo Americana
(“ATCC”) (Manassas, VA). Fermentacgao industrial/farmacéutica geralmente usa bac-
térias derivadas de cepas K (por exemplo W3110) ou a partir de bactérias derivadas
a partir de cepas B (por exemplo, BL21). Essas cepas sao particularmente uteis por-
que seus parametros de crescimento sdo extremamente bem conhecidos e robustos.
Em adicdo, essas cepas sao nao patogénicas, que é de importancia comercial pela
segurancga e razbes ambientais. Outros exemplos de hospedeiro E. coli adequados
incluem, mas nao limitados a, cepas de BL21, DH10B, ou derivados dos mesmo. Em
outra modalidade dos métodos da presente invengao, o hospedeiro E. coli € uma
cepa de protease minima incluindo, mas nao limitada a, OMP- e LON-. A cepa hos-
pedeira pode ser uma especie de Pseudomonas, incluindo mas nao limitada a,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, e Pseudomonas putida.
Pseudomonas fluorescens biovar 1, designada cepa MB101, é conhecida ser Uutil
para producado recombinante e esta disponivel para processos de producio terapéu-
tica. Exemplos de um sistema de expressao de Pseudomonas incluem o sistema
disponivel a partir da The Dow Chemical Company como uma cepa hospedeira (Mi-
dland, Ml disponivel na World Wide Wed em dow.com).

[00371]Uma vez uma cepa de ceélulas hospedeiras recombinantes tem sido
estabelecida (isto €, a expressao da construgcao tem sido introduzida em uma célula
hospedeira e células hospedeiras com a apropriada expressdo da construgdo sao
isoladas), a cepa da célula hospedeira recombinante é cultivada sobre condicoes
apropriadas para producao dos polipeptideos FGF-21. Sera aparente a um versado

na técnica, o método de cultivo de uma cepa de célula hospedeira recombinante de-
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pendera da natureza da expressao da construgao utilizada e a identidade da célula
hospedeira. Cepas hospedeiras recombinantes sdo normalmente cultivadas usando
método que sao conhecidos pelos versados na técnica. Células hospedeiras recom-
binantes sao tipicamente cultivadas em meio liquido contendo fontes assimilaveis de
carbono, nitrogénio, e sais inorganicos e, opcionalmente, contendo vitaminas, ami-
noacidos, fatores de crescimento, e outros suplementos proteinaceos da cultura co-
nhecidos pelos versados na técnica. Meios liquidos para cultura de células hospe-
deiras podem opcionalmente conter antibidticos ou anti-fungicos para prevenir o
crescimento de microrganismos nao desejaveis e/ou compostos incluindo, mas nao
limitado a antibidticos para selecionar células hospedeiras contendo o vetor de ex-
pressao.

[00372]Células hospedeiras recombinantes podem ser cultivadas no formato
de banho ou formato continuo, com ou coleta de célula (no caso onde o polipeptideo
FGF-21 acumula intracelularmente) ou coletando o sobrenadante da cultura no for-
mato de banho ou continuo. Para produgdo nas células hospedeiras procariéticas,
cultura em banho e coleta celular é preferida.

[00373]Os polipeptideos FGF-21 da presente invengao sdo normalmente pu-
rificados apds a expressdao em sistemas recombinantes. O polipeptideo FGF-21 po-
de ser purificado a partir de células hospedeiras ou meio de cultura por uma varie-
dade de métodos conhecidos na técnica. Polipeptideos FGF-21 produzidos nas célu-
las hospedeiras bacterianas pode ser pobremente soluveis ou insoluveis (na forma
de corpos de inclusao). Em uma modalidade da presente invencao, substituicoes
aminoacidos pode facilmente ser feitas no polipeptideo FGF-21 que séo seleciona-
dos para o propésito de aumentar a solubilidade da proteina recombinantemente
produzida usando os métodos revelados aqui, bem como aqueles conhecidos na
técnica. No caso de proteina insoluvel, a proteina pode ser coletada a partir de lisa-
dos de células hospedeiras por centrifugacado e pode ainda ser seguidas por homo-
geneizacao de células. No caso de proteina pobremente soluvel, compostos, inclu-

indo, mas nao limitados a polietileno imina (PEI) podem ser adicionados para induzir
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a precipitacdo de proteina parcialmente soluvel. A proteina precipitada pode entao
ser convenientemente coletada por centrifugagdo. Células hospedeiras recombinan-
tes podem ser rompidas ou homogeneizadas para liberar os corpos de incluséo de
dentro das células utilizando uma variedade de métodos conhecidos pelos versados
na técnica. Rompimento de célula hospedeira ou homogeneizagdo pode ser feita
usando técnicas bem conhecidas incluindo, mas n&o limitadas a, rompimento enzi-
matico celular, sonicagdo, homogeneizagcao dounce, ou rompimento de liberagao por
alta pressao. Em uma modalidade do método da presente invengao, a técnica de
liberacdo de alta presséao € utilizada para romper as células hospedeiras E. coli para
liberar os corpos de inclusao dos polipeptideos FGF-21. Quando manuseando cor-
pos de inclusdo de polipeptideo FGF-21, pode ser vantajoso minimizar o tempo de
homogeneizacdo em repeticdes a fim de maximizar a producado de corpos de inclu-
sdo sem a perda devida a fatores tais como solubilizagcéo, estresse mecanico ou pro-
tedlise.

[00374]Polipeptideo FGF-21 insoluvel ou precipitado pode ser entdo ser so-
lubilizado usando qualquer de um numero de agentes de solubilizagdo adequado
conhecido na técnica. O polipeptideo FGF-21 pode ser solubilizado com uréia ou
cloridrato de guanidina. O volume do polipeptideo FGF-21 solubilizado pode ser mi-
nimizado de forma que grandes lotes podem ser produzidos utilizando tamanhos de
lotes convenientemente maleaveis. Este fator pode ser significante em um ambiente
comercial em grande escala onde o hospedeiro recombinante pode ser crescido em
recipientes que sdo milhares de litros em volume. Em adi¢do, quando o polipeptideo
FGF-21 fabricado em grande escala comercial, em particular para uso farmacéutico
humano, evitar o uso de quimicos adversos que podem danificar a maquinaria e o
recipiente, ou o produto protéico propriamente dito, deve ser evitado, se possivel.
Tem sido mostrado no método da presente invengdo que o agente desnaturante
mais leve, uréia, pode ser utilizado para solubilizar os corpos de inclusao do polipep-
tideo FGF-21 no lugar do agente desnaturante mais danoso, cloridrato de guanidina.

O uso de uréia significantemente reduz o risco de dano para o equipamento sem
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mancha de acgo utilizando na fabricagdo e processo de purificacdo do polipeptideo
FGF-21 enquanto eficientemente solubilizando os corpos de inclusdo do polipepti-
deo FGF-21.

[00375]No caso de proteina FGF-21 soluvel, o FGF-21 pode ser secretado
no espaco periplasmatico ou no meio de cultura. Por exemplo, FGF-21 foi secretado
no espacgo periplasmatico de células W3110-B2 por uso de plasmideos codificando
construgdes incluindo oito sequéncias lideres diferentes, incluindo aquelas listadas
na SEQ ID NOs: 39-44, e transformando essas em células W31110-B2, as células
foram entdo crescidas a 370C até OD alcancar cerca de 0,8, em cujo ponto a ex-
pressao foi induzida com arabinosa 0,01%. Cinco horas apds as amostras liberadas
no ambiente periplasmatico foram pré-preparados a partir de culturas e corridas em
géis (Figura 33) mostrando a expressao geral (lisado total) e secrecdes periplasmati-
cas (fragao soluvel).

[00376]Em adicao, FGF-21 soluvel pode estar presente no citoplasma das
células hospedeiras. Pode ser desejado concentrar o FGF-21 soluvel antes dos pas-
sos de purificacdo serem feitos. Técnicas padroes conhecidas pelos versados na
técnica podem ser utilizadas para concentrar o FGF-21 soluvel a partir, por exemplo,
lisados celulares ou meio de cultura. Em adi¢do, técnicas padrdes conhecidas pelos
versados na técnica pode ser utilizadas para romper as células hospedeiras e liberar
o FGF-21 soluvel a partir do citoplasma ou espacgo periplasmatico das células hos-
pedeiras.

[00377]Quando o polipeptideo FGF-21 é produzido como uma proteina de
fusdo, a sequéncia de fusdo pode ser removida. Remogao de uma sequéncia de fu-
sao pode ser realizada por clivagem enzimatica ou quimica. Remog¢ao enzimatica de
sequéncias de fusdo pode ser realizadas utilizando métodos conhecidos pelos ver-
sados na técnica. A escolha da enzima par remocao da sequéncia de fusao determi-
nara a identidade da fusdo, e as condi¢coes de reagao serao especificadas pela es-
colha da enzima como sera aparente para um versado na técnica. Clivagem quimica

pode ser realizada usando reagentes conhecidos pelos versados na técnica, incluin-
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do, mas nao limitados a, brometo de cianogénio, protease TEV, e outros reagentes.
O polipeptideo FGF-21 clivado pode ser purificado a partir da sequéncia de fusao
clivada pelos métodos conhecidos pelos versados na técnica. Tais métodos serao
determinados pela identidade e propriedades da sequéncia de fusao e polipeptideo
FGF-21, como sera aparente a um versado na técnica. Métodos para purificagao
podem incluir, mas nao sao limitados a cromatografia de exclusdo de tamanho, cro-
matografia de interagao hidrofébica, cromatografia de troca iénica ou dialise ou qual-
quer combinagao dos mesmos.

[00378]O polipeptideo FGF-21 pode também ser purificado para remover
DNA a partir da solugao protéica. DNA pode ser removido por qualquer método co-
nhecido na técnica, tais como precipitagdo ou cromatografia de troca ibnica, mas
pode ser removido por precipitagdo com uma gente de precipitagcdo de acido nucléi-
co, tal como, mas nao limitado a sulfato de protamina. O polipeptideo FGF-21 pode
ser separado a partir do DNA precipitado usando padrées bem conhecidos nos meé-
todos, incluindo, mas nao limitado a centrifugacao ou filtragdo. Remogao de molécu-
las de acido nucléico hospedeiro € um fator importante em um ambiente onde o poli-
peptideo FGF-21 é para ser usado para tratar humanos e os métodos da presente
invencao reduzem o DNA celular do hospedeiro a niveis farmaceuticamente aceita-
veis.

[00379]Métodos para fermentacdo em pequena escala ou larga escala pode
também ser usada na expressao de proteina, incluindo, mas néao limitado a fermen-
tadores, frascos agitadores, bioreatores de cama fluidizada, bioreatores de fibra va-
zia, sistemas de cultura de garrafa rolante, e sistemas de bioreatores de tanque agi-
tado. Cada um desses métodos pode ser feito em um lote, lote alimentado ou pro-
cesso de modo continuo.

[00380]Polipeptideos FGF-21 humanos da invencdo pode geralmente ser
recuperados usando métodos padrdes na técnica. Por exemplo, meio de cultura ou
lisado celular pode ser centrifugados ou filtrados para remover restos celulares. O

sobrenadante pode ser concentrado ou diluido a um volume desejado ou diafiltrado
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em um tampé&o adequado para condicionar a preparagao para uma purificagcao adici-
onal. Purificagao adicional do polipeptideo FGF-21 da presente invengao inclui sepa-
racao de formas deaminadas e unidas ao variante polipeptideo FGF-21 a partir da
forma intacta.

[00381]Qualquer dos seguintes procedimentos exemplares pode ser empre-
gados para purificacdo dos polipeptideos da invencao: cromatografia de afinidade;
cromatografia de troca anibnica ou catidnica (usando, incluindo mas nao limitada a,
DEAE SEFAROSE); cromatografia em silica; cromatografia liquida de alto desempe-
nho (HPLC); HPLC de fase reversa; filtragdo em gel (usando, incluindo mas nao limi-
tado a, SEPHADEX G-75); cromatografia de interacdo hidrofébica; cromatografia de
exclusao por tamanho; cromatografia metal-quelado; ultrafiltracao/diafiltragcao; preci-
pitagdo por etanol; precipitacdo pode sulfato de aménio; cromatofoco; cromatografia
de substituicdo; procedimentos eletroforéticos (incluindo mas nao limitados a prepa-
racao de foco isoelétrico), solubilidade diferencial (incluindo mas nao limitado a pre-
cipitacao por sulfato de aménio), SDS-PAGE, ou extragao.

[00382]Proteinas da presente invengao, incluindo mas nao limitadas a prote-
inas compreendendo aminoacidos nao naturais, peptideos compreendendo aminoa-
cidos n&o naturais, anticorpos para proteinas compreendendo aminoacidos nao na-
turais, parceiros ligadores para proteinas compreendendo aminoacidos nao naturais,
etc, podem ser purificados, ou parcialmente ou substancialmente para homogenei-
dade, de acordo com procedimentos padrées conhecidos para e utilizados pelos
versados na técnica. Consequentemente, polipeptideos da invengcdo podem ser re-
cuperados e purificados por qualquer de um numero de métodos conhecidos pelos
versados na técnica, incluindo mas nao limitados a sulfato de amonio ou precipitacao
de etanol, extracado acido ou base, cromatografia em coluna, cromatografia de colu-
na de afinidade, cromatografia de troca anidnica ou catidénica, cromatografia fosfoce-
lulose, cromatografia de interagao hidrofébica, cromatografia de hidroxilapatite, cro-
matografia lectina, gel de eletroforese e semelhantes. Passos de re-envelopamento

de proteina podem ser utilizados, como desejado, em fazer o envelopamento de pro-
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teinas maduras corretamente. Cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
cromatografia de afinidade ou outros métodos adequados podem ser empregados
nos passos de purificagao final onde alta pureza é desejada. Em uma modalidade,
anticorpos foram feitos contra aminoacidos n&o naturais (ou proteinas ou peptideos
compreendendo aminoacidos nao naturais) sao utilizados como reagentes de purifi-
cacgao, incluindo, mas néo limitados a purificacdo baseada por afinidade de proteinas
ou peptideos compreendendo um ou mais aminoacidos n&o naturais. Uma vez puri-
ficada, parcialmente ou para homogeneidade, como desejado, os polipeptideos sao
opcionalmente utilizados para uma ampla variedade de utilidades, incluindo, mas
nao limitados a componentes de ensaios, terapéutica, profilaxia, diagndstico, rea-
gentes de pesquisa, e/ou imundgenos para produg¢ao de anticorpo. Anticorpos gera-
dos contra polipeptideos da presente invengdo podem ser obtidos por administragao
dos polipeptideos ou fragmentos produzindo epitopos, ou células a um animal, pre-
ferivelmente um animal ndo humano, usando protocolos de rotina. Também, camun-
dongos transgénicos, ou outros organismos, incluindo outros mamiferos, podem ser
utilizados para expressar anticorpos humanizados. Os anticorpos descritos acima
podem ser empregados para isolar ou para identificar clones expressando o polipep-
tideo ou para purificar os polipeptideos. Anticorpos contra polipeptideos da presente
invengao podem também ser empregados para tratar doencgas.

[00383]Polipeptideos e polinucleotideos da presente invengcédo podem tam-
bém ser utilizados como vacinas. Consequentemente, em um aspecto adicional, a
presente invencgao relaciona-se a um método para induzir uma resposta imunologica
em um mamifero que compreende inoculagdo em um mamifero com um polipeptideo
da presente invencao, adequada para produzir anticorpo e/ou resposta imune a célu-
la T, incluindo, por exemplo, células T produtoras de citocina ou células T citotoxicas,
para proteger o referido animal a partir de doencga, se esta doenga ja estabilizada
dentro do individuo ou ndo. Uma resposta imunolégica em um mamifero pode tam-
bém ser induzida por um método compreendido de distribuicdo de um polipeptideo

da presente invengao através de um vetor direcionado para expressao do polinu-
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cleotideo e codificando o polipeptideo in vivo a fim de induzir tal resposta imunolégi-
ca para produzir anticorpo para proteger o referido animal a partir de doencas da
invengao. Uma via de administragao do vetor € por acelerar nas células desejadas
como um revestimento nas particulas ou outra forma. Tal vetor de acido nucléico
pode compreender, DNA, RNA, um acido nucléico modificado, ou um DNA/RNA hi-
brido. Para uso como uma vacina, um polipeptideo o um vetor de acido nucléico se-
rao normalmente providos como uma formulagcdo de vacina (composigao). A formu-
lagdo pode ainda compreender um veiculo adequado. Desde que um polipeptideo
pode ser quebrado no estbmago, pode ser administrado parenteralmente (por
exemplo, injecao subcutanea, intramuscular, intravenosa ou intra-dérmica). Formula-
¢des adequadas para administragao parenterais incluem injecdo de solugdes este-
reis aquosas e nao aquosas que podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriosta-
ticos e solutos que rendem a formulagdes isotbnica com o sangue do recipiente; e
suspensodes estéreis aquosas e nao aquosas que podem incluir agentes de suspen-
sdo ou agentes espessantes. A formulagao de vacina pode também incluir sistemas
adjuvantes para aumentar a imunogenicidade da formulagcdo que sao conhecidos
pelos versados na técnica. A dose dependera da atividade especifica dependera da
atividade especifica da vacina e pode ser facilmente determinada pela experimenta-
¢ao de rotina.

[00384]Em adicao a outras referéncias notadas aqui, uma variedade de mé-
todos de purificagdo/envelopamento de proteina sdo conhecidos pelos versados na
técnica, incluindo, mas nao limitados aquelas reveladas em R. Scopes, Protein Puri-
fication, Springer-Verlag, N.I. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182:
Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc. N.I. (1990); Sandana (1997) Bi-
oseparation of Proteins, Academic Press, Inc.: Bollag et al (1996) Protein Methods,
22 edicao Wiley-Liss; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook, Humana Pre-
es, NJ, Harris e Angal (1990) Protein Purification Application: A Practical Approach
IRL, Press at Oxford, Oxford, Inglaterra; Harris e Angal Protein Purification Methods:

A Practical Approach IRL, Press at Oxford, Oxford, Inglaterra; Scopes, (1993) Protein
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Purification: Principles and Practice 32 Edi¢ao, Springer Verlag, NI; Janson e Ryden
(1998) Protein Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications,
Segunda Edicao, Wiley-VCH, NI; e Walker (1998), Protein Protocols on CD-ROM,
Humana Press, NJ; e as referéncias citadas aqui.

[00385]Uma vantagem de produzir uma proteina ou polipeptideo de interes-
se com um aminoacido nado natural em uma célula hospedeira eucariota ou célula
hospedeira ndo eucariota é que tipicamente as proteinas ou polipeptideos serao en-
velopadas em suas conformacgdes nativas. Entretanto, em certas modalidades da
invencao, os versados na técnica reconhecerao que apoés sintese, expressao e/ou
purificacdo, proteinas ou peptideos podem possuir uma confirmacao diferente das
conformacgdes desejadas dos polipeptideos relevantes. Em um aspecto da invencgao,
a proteina ou polipeptideo expresso € opcionalmente desnaturado e entdo recaptu-
rado. Isto € alcangado utilizando método conhecidos na técnica, incluindo mas nao
limitados a, por adicao de uma chaperonina da proteina ou polipeptideo de interes-
se, por solubilizagdo das proteinas em um agente caotrépico tal como HCI guanidi-
na, usando dissulfeto isomerase protéica etc.

[00386]Em geral, é ocasionalmente desejavel desnaturar e reduzir polipepti-
deos expressos e entdo causar re-envelopamento dos polipeptideos na conforma-
cao preferida. Por exemplo, guanidina, uréia, DTT, DTE, e/ou chaperonina podem
ser adicionados a um producdo de tradugao de interesse. Métodos de reducgao, des-
naturagao ou renaturagdo de proteinas sdo conhecidos pelos versados na técnica
(ver, as referéncias acima, e Debinski et al (1993) J. Biol. Chem. 268: 14065-14070;
Kreitman e Pastan (1993) Bioconjug. Chem. 4;581-585; e Buchner et al (1992) Anal.
Biochem. 205:263-270). Debinski et al, por exemplo, descreve a desnaturagao e re-
ducao da inclusdo de corpos protéicos em guanidina-DTE. As proteinas podem ser
re-envelopadas em um tampao redox contendo, incluindo, mas nao limitado a, gluta-
tiona oxidada e L-arginina. Reagentes re-envelopantes podem ser passados em flu-
X0 ou de outra forma movidos em contato com um ou mais polipeptideos ou outro

produto de expressao, ou vice-versa.

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 218/412



201/345

[00387]No caso de producgao procariota de polipeptideo FGF-21, o polipepti-
deo FGF-21 entdo produzido pode ser envelopada incorretamente e entao faltar ou
ter a atividade bioldgica reduzida. A bioatividade da proteina pode ser restaurada por
“re-envelopamento”. Em geral, polipeptideo FGF-21 envelopada incorretamente é re-
envelopado por solubilizagdo (onde o polipeptideo FGF-21 é também insoluvel),
densenvelopando e reduzindo a cadeia polipeptidica usando, por exemplo, um ou
mais agentes caotropicos (por exemplo, uréia e/ou guanidina) e um agente redutor
capaz de reduzir pontes de dissulfeto (por exemplo, ditiotreito, DTT ou 2-
mercaptoetanol, 2-ME). Em uma concentragdo moderada caotropica, um agente oxi-
dante é entao adicionado (por exemplo, oxigénio, cistina ou cistamina), que permite
a reformagao de pontes dissulfeto. Polipeptideo FGF-21 podem ser re-envelopado
usando métodos padroes conhecido na técnica, tais como aqueles descritos na Pat.
dos EUA Nos. 4.511.502, 4.511.503 e 4.512.922 que sao aqui incorporadas por refe-
réncia. O polipeptideo FGF-21 pode também ser co-envelopado com outras protei-
nas para formar heterodimeros ou heteromultimeros.

[00388]Apobs re-envelopamento, o FGF-21 pode ser ainda purificado. Purifi-
cacao de FGF-21 pode ser realizada usando uma variedade de técnicas conhecidas
pelos versados na técnica, incluindo cromatografia de interagao hidrofébica, croma-
tografia de exclusdo de tamanho, cromatografia de troca ibnica, cromatografia liqui-
da de alto desempenho de fase reversa, cromatografia de afinidade e semelhantes
ou qualquer combinagao das mesmas. Purificacdo adicional pode também incluir um
passo de secagem ou precipitacao da proteina purificada.

[00389]Apos a purificagao, FGF-21 pode ser trocado em diferentes tampdes
e/ou concentrado pr qualquer de uma variedade de métodos conhecidos na técnica,
incluindo, mas nao limitado por diafiltracdo e dialise. FGF-21 que é provido como
uma proteina unica pode ser sujeito a agregacgao e precipitagao.

[00390]O FGF-21 purificado pode ser pelo menos 90% puro (como medido
por cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa, RP-HPLC, ou gel

eletroforese de docecil sulfato de sédio — poliacrilamida, SDS-PAGE) ou pelo menos
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95% puro, ou pelo menos 98% puro, ou pelo menos 99% ou mais puro. Em relagao
ao valor numérico exato da pureza do FGF-21, o FGF-21 ¢é suficientemente puro par
auso como um produto farmacéutico ou para ainda processamento, tal como conju-
gagao com um polimero soluvel em agua com PEG.

[00391]Certas moléculas FGF-21 podem ser utilizadas como agentes tera-
péuticos em auséncia de outros ingredientes ativos ou proteinas (outros que excipi-
entes, veiculos, e estabilizadores, albumina sérica e semelhantes), ou eles podem
ser complexados com outras proteinas ou um polimero.

[00392]Métodos Gerais de Purificagdo. Qualquer um de uma variedade de
passos de isolamento pode ser feitos no lisado celular, extrato, meio de cultura, cor-
pos de inclusdo, espacgo periplasmatico das ceélulas hospedeiras, citoplasma das cé-
lulas hospedeiras, ou outro material, compreendendo o polipeptideo FGF-21 ou
qualquer mistura de polipeptideo FGF-21 resultando de qualquer passo de isolamen-
to, mas nao limitado a cromatografia de afinidade, cromatografia de troca ibnica,
cromatografia de interagao hidrofébica, cromatografia em gel filtragdo, cromatografia
liquida de alto desempenho (“HPLC”), HPLC de fase reversa (“RP-HPLC”), adsorcao
de leito expandido, ou qualquer combinagao e/ou repeticdo dos mesmos e em qual-
quer ordem apropriada.

[00393]Equipamento e outros materiais necessarios usados no desempenho
das técnicas descritas aqui sdo comercialmente disponiveis. Bombas, coletores de
fracdo, monitores, gravadores, e sistemas inteiros sao disponiveis de, por exemplos,
Applied Biosystems (Foster City, CA), Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA) e
Amercham Biosciences, Inc. (Piscataway, NJ). Materiais cromatograficos incluindo,
mas nao limitados a, materiais de matriz de troca, meios, e tampdes sdo também
disponiveis a partir de tais companhias.

[00394] Equilibrio, e outros passos no processo da coluna de cromatografia
descritos aqui tais como lavagem e eluicdo, podem ser mais facilmente realizados
usando equipamento especializado como uma bomba. Bombas comercialmente dis-

poniveis incluem, mas nao sao limitadas a HILOAD® Bomba P-50, Bomba Peristalti-
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ca P-1, Bomba P-901, e Boma P-903 (Amersham, Biosciences, Piscataway, NJ).

[00395]Exemplos de coletores de fragao incluem Coletor de Fragcao Redi-
Frac, Coletores de Fracdo FRAC-100 e FRAC-200, e Coletor de Fracao
SUPERFRAC® (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Misturadores sao tam-
bém disponiveis para formar pH e gradiente de concentragao linear. Misturadores
comercialmente disponiveis incluem Misturador de Gradiente GM-1 e Misturadores
Em-Linha (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

[00396]O processo cromatografico pode ser monitorado usando qualquer
monitor comercialmente disponivel. Tais monitores podem ser usados para coletar
informacéao tipo UV, pH, e condutividade. Exemplos de detectores incluem Monitor
UV-1, UNICORD® S II, Monitor UV-M II, Monitor UV-900, Monitor UPC-900, Monitor
pH/C-900, e Monitor de Condutividade (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). De
fato, sistemas inteiros sdo comercialmente disponiveis incluindo os varios sistemas
AKTA® a partir da Amersham Biosciences (Piscataway, NJ).

[00397]Em uma modalidade da presente invengao, por exemplo, o polipepti-
deo FGF-1 pode ser reduzido e desnaturado por primeiro desnaturar o polipeptideo
FGF-21 purificado resultante em uréia, seguido por diluicdo em tampao TRIS con-
tendo um agente redutor (tal como DTT) em um pH adequado. Em outra modalida-
de, o polipeptideo FGF-21 é desnaturado em uréia em uma concentragao variando
de entre cerca de 2 M a cerca de 9 M, seguido por diluigdo em tampao TRIS em um
pH variando de cerca de 5.0 a cerca de 8.0. A mistura re-envelopada desta modali-
dade pode entdo ser incubada. Em uma modalidade, a mistura re-envelopada ¢ in-
cubada em temperatura ambiente por quatro a vinte e quatro horas. A mistura de
polipeptideo FGF-21 reduzida ou desnaturada pode entdo ser ainda isolada ou puri-
dicada.

[00398]Como aqui atestado, o pH da primeira mistura de polipeptideo FGF-
21 pode ser ajustado antes de fazer qualquer passo subsequente de isolamento. Em
adicao, a primeira mistura de polipeptideo FGF-21 ou qualquer mistura subsequente

da mesma pode ser concentrada usando técnicas conhecidas na arte. Além disso, o
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tampao de eluicdo compreendendo a primeira mistura de polipeptideo FGF-21 ou
qualquer mistura subsequente da mesma pode ser trocada por um tampé&o adequa-
do para o préximo passo de isolamento usando técnicas conhecidas pelos versados
na técnica.

[00399]Cromatografia de Troca lénica. Em uma modalidade, e como um
passo adicional opcional, cromatografia de troca i6nica pode ser feita na primeira
mistura do polipeptideo FGF-21. Ver, geralmente, ION EXCHANGE
CHROMATOGRAPHY: PRINCIPLES AND METHODS (Cat. No. 18-1114-21, Amer-
sham Biosciences (Piscataway, NJ)). Colunas de troca idbnica comercialmente dispo-
niveis incluem Colunas HITRAP®, HIPREP® e HILOAD® (Amersham Biosciences
(Piscataway, NJ)). Tais colunas usam trocadores anidnicos fortes tais como Q
SEPHAROSE® de Fluxo Rapido, Q SEPHAROSE® de Alto Desempenho, e Q
SEPHAROSE® XL; trocadores catidbnicos fortes tais como SP SEPHAROSE® de
Alto Desempenho, SP SEPHAROSE® de Fluxo Rapido, e SP SEPHAROSE® XL;
trocadores anidnicos fracos tal como DEAE SEPHAROSE® de Fluxo Rapido; e tro-
cadores catiénicos fracos tal como CM SEPHAROSE® de Fluxo Rapido (Amersham
Biosciences (Piscataway, NJ)). Cromatografia em coluna de troca aniénica ou catio-
nica pode ser feita no polipeptideo FGF-21 em qualquer estagio do processo de puri-
ficagdo para isolar o polipeptideo FGF-21 substancialmente purificado. O passo de
cromatografia de troca catiénica pode ser feito usando qualquer matriz de troca ca-
tibnica adequada. Matrizes de troca catidnica uteis incluem, mas nao sao limitados a
materiais fibrosos, porosos, ndo porosos, microgranulares, com microesferas, ou
matriz de troca catidénica de ligagao cruzada. Tais materiais de matriz de troca catio-
nica incluem, mas nao é limitada a celulose, agarose, dextran, poliacrilato, pilivinil,
poliestireno, silica, poliéter, ou compostos de qualquer dos antecendentes.

[00400]A matriz de troca catidnica pode ser qualquer trocador de cation ade-
quado incluindo trocadores catidnicos fortes e fracos. Trocadores catidnicos fortes
podem permanecer ionizados ao longo de uma ampla variacdo de pH e entdo, pode

ser capaz de se ligar a FGF-21 por uma ampla variedade de pH. Trocadores cationi-
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cos fracos, entretanto, podem perder a ionizagdo em fungéo do pH. Por exemplo, um
trocador catiénico fraco pode perder a carga quando o pH cai abaixo de cerca de pH
4 ou pH 5. Trocadores catibnicos fortes adequados incluem, mas né&o limitados a,
grupo funcionais carregados tais como sulfonilpropila (SP), metil sulfonato (S), ou
sulfoetila (SE). A matriz trocadora de cation pode ser uma trocadora de cation forte,
preferivelmente tendo um FGF-21 ligante em pH variando de cerca de 2,5 a cerca de
6,0. Alternativamente, o trocador catioénico forte pode ter um FGF-21 ligando em pH
variando de cerca de pH 2.5 a cerca de pH 5.5. A matriz trocadora catiénica pode
ser uma trocadora cationica forte tendo um FGF-21 de ligacdo em pH de cerca de
3.0. Alternativamente, a matriz de troca ibnica pode ser um trocador catiénico forte,
preferivelmente tendo um FGF-21 ligando a pH variando de cerca de 6.0 a cerca de
8.0. A matriz de troca catibnica pode ser um trocador catidénico forte preferivelmente
tendo um FGF-21 de ligacdo pH de cerca 8.0 a cerca de 12.5. Alternativamente, o
trocador catiénico forte pode ter um FGF-21 ligando a pH variando de cerca de pH
8.0 a cerca de pH 12.0.

[00401]Antes de carregar o FGF-21, a matriz de troca catiénica pode ser
equilibrada, por exemplo, usando varios volumes na coluna de um dilunete, acido
fraco, por exemplo, quatro volumes de coluna de 20 mM de acido acético, pH 3. Se-
guindo equilibrio, o FGF-21 pode ser adicionado a coluna pode ser lavada de uma a
varias vezes, antes a eluicdo de FGF-21 substancialmente purificado, também usan-
do uma solucao acida fraca tal como uma solugao de acido acético fraco ou acido
fosforico. Por exemplo, aproximadamente 2-4 volumes de coluna de 20 mM de acido
aceético, pH 3, podem ser usados para lavar a coluna. Lavagens adicionais usando,
por exemplo, 2-4 volumes de coluna de 0,05 M de acetato de sodio, pH 5.5, ou 0,05
M de acetato de sodio misturado com 0,1 M de cloreto de sdédio, pH 5.5, pode tam-
bém ser usado. Alternativamente, usando métodos conhecidos na técnica, a matriz
de troca catidnica pode ser equilibrada usando varios volumes de coluna de um dilu-
ente, base fraca.

[00402]Alternativamente, FGF-21 substancialmente purificado pode ser elui-
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do por contato com a matriz trocadora catidénica com um tampao tendo um pH sufici-
entemente baixo ou forga ibnica para substituir o FGF-21 da matriz. O pH do tampé&o
de eluicdo pode variar de cerca de pH 2.5 a cerca de pH 6.0. Mais especificamente,
o pH do tampao de eluicdo pode variar de cerca de pH 2.5 a cerca de pH 5.5, cerca
de pH 2.5 a cerca de pH 5.0. O tampao de eluigdo pode ter um pH de cerca de 3.0.
Em adicdo, a quantidade de tampao de eluicdo pode variar amplamente geralmente
estara na variagao de cerca de 2 a cerca de 10 volumes de coluna.

[00403]Seguindo a adsorcao do polipeptideo FGF-21 da matriz trocadora ca-
tibnica, polipeptideo FGF-21 substancialmente purificado pode ser eluido por contato
da matriz com um tampao tendo um pH suficientemente alto ou forga ibnica para
substituir o polipeptideo FGF-21 a partir da matriz. Tampdes adequados para uso
em eluicdo em alto pH de polipeptideo FGF-21 substancialmente purificado pode
incluir, mas nao limitado a citrato, fosfato, formato, acetato, HEPES, e tampbdes MES
variando em concentragdo de pelo menos cerca de 5 mM a pelo menos cerca de
100 mM.

[00404]Cromatografia em fase-reversa. RP-HPLC pode ser feita para purifi-
car proteinas seguindo protocolos adequados que sao conhecidos pelos versados
na técnica. Ver, por exemplo, Pearson et al, ANAL. BIOCHEM. (1982) 124:217-230
(1982); Rivier et al, J. CHROM. (1983) 268:11-119; Kunitani et al, J. CHROM. (1986)
359:391-402. RP-HPLC pode ser feita em polipeptideo FGF-21 para isolar substan-
cialmente polipeptideo FGF-21 purificado. Assim, resinas derivadas de silica com
funcionalidades alquila com uma ampla variedade de comprimentos, incluindo mas
nao limitado a, pelo menos cerca de C3 a pelo menos cerca de C30, pelo menos
cerca de C3 a pelo menos cerca de C20, ou pelo menos cerca de C3 a pelo menos
cerca de C18, resinas podem ser usadas. Alternativamente, uma resina polimérica
pode ser usada. Por exemplo, resina TosoHaas Amberchrome CG1000sd pode ser
usada, que € uma resina de polimero estireno. Ciano ou resinas poliméricas com
uma ampla variedade de comprimentos de cadeia alquila podem também ser usa-

das. Além disso, a coluna RP-HPLC pode ser lavada com um solvente tal como eta-
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nol. A coluna Source RP ¢é outro exemplo de uma coluna RP-HPLC.

[00405]Um tampéo de eluigdo adequado contendo um agente pareador i6ni-
co e um modificador organico tal como metanol, isopropanol, tetraidrofurano, aceto-
nitrila ou etanol, pode ser usado para eluir o polipeptideo FGF-21 a partir da coluna
RP-HPLC. Os agentes pareadores idbnicos mais comumente usados incluem, mas
nao sao limitados a acido acético, acido férmico, acido perclérico, acido fosfoérico,
acido trifluoracético, acido heptafluorbutirico, trietilamina, tetrametilamonio, tetrabuti-
lamonio, e acetato de trietilamonio. Eluicdo pode ser feita usando um ou mais gradi-
entes ou condigdes isocraticas, com condi¢cdes de gradientes preferidas para reduzir
o tempo de separagao e diminuir a largura do pico. Outro método envolve o uso de
dois gradientes com diferentes variagdes de concentracdo dos solventes. Exemplos
de tampdes de eluicdo adequados para uso em que podem incluir, mas néo sao limi-
tados a acetato de amoénio e solugdes de acetonitrila.

[00406]Técnicas de Purificacdo de Cromatografia de Interagdo Hidrofébica:
Cromatografia de interagao hidrofébica (HIC) pode ser feita no polipeptideo FGF-21.
Ver geralmente, HYDROPHOBIC INTERACTION CHROMAOGRAFY HANDBOOK:
PRINCIPLES AND METHODS (Cat. No. 18-1020-90, Amersham Biosciences (Pisca-
taway, NJ) que é aqui incorporado por referéncia. Matrizes HIC adequadas podem
incluir, mas nao sio limitadas, a matrizes substituidas com alquila ou arila, tais como
matrizes substituidas com butila, hexila, octila, ou fenila incluindo matrizes de agaro-
se, agarose de ligagao cruzada, sefarose, celulose, silica, dextran, poliestireno, po-
lilmetacrialto), e resinas de modo de mistura, incluindo mas nao limitadas a resina
polietilenoamina ou uma matriz poli(metacrilato) substituida com butila ou fenila.
Fontes comercialmente disponiveis para cromatografia de coluna de interagao hidro-
fociba incluem, mas nao séo limitadas a, colunas HITRAP®, HIPREP® e HILOAD®
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

[00407]Resumidamente, antes do carregamento, a coluna HIC pode ser
equilibrada usando tampdes padrdes conhecida pelos versados na técnica, tais co-

mo solugcao de acido acético/cloreto de sédio ou HEPES contendo sulfato de amoé-
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nio. Sulfato de aménio pode ser usado como um tampao para carregamento da co-
luna HIC. Apés o carregamento do polipeptideo FGF-21, a coluna pode entao ser
lavada usando tampdes padrdes e condigdes para remover materiais ndo desejados,
mas retendo o polipeptideo FGF-21 na coluna HIC. O polipeptideo FGF-21 pode elu-
ir com cerca de 3 a cerca de 10 volumes de coluna de um tampao padrao, tal como
tampao HEPES contendo EDTA e concentragao de sulfato de aménio mais baixa
que o tampao de equilibrio, ou um tampao acido acético/cloreto de sédio, entre ou-
tros. Um gradiente de sal linear diminuindo usando, por exemplo, um gradiente de
fosfato de potassio, pode também ser usado para eluir as moléculas de FGF-21. O
eluente pode entdo ser concentrado, por exemplo, por filtragao tais como diafiltracéo
ou ultrafiltracdo. Diafiltragdo pode ser utilizada para remover o sal usado para eluir o
polipeptideo FGF-21.

[00408]Outras Técnicas de Purificacdo. Ainda outro passo de isolamento,
por exemplo, gel filtracdo (GEL FILTRATION: PRINCIPLES AND METHODS (Cat.
No. 18-1022-18, Amersham Biosciences (Piscataway, NJ)) que é aqui incorporado
por referéncia, cromatografia em hidroxiapatita (matrizes adequadas incluem, mas
nao sao limitadas a HA-Ultrogel, Alta Resolucdo, (Calbiochem), CHT Hidroxiapatita
Ceramica (BioRad), Bio-Gel HTP Hidroxiapatita (BioRad), HPLC, adsor¢cao em leito
expandido, ultrafiltracao, diafiltracao, liofilizagcdo, e semelhantes, pode ser feitos na
primeira mistura de polipeptideo FGF-21 ou qualquer mistura subsequente do mes-
mo, para remover qualquer excesso de sais e para substituir o tamp&o com um tam-
pao adequado para o proximo passo de isolamento ou mesmo formulagcéo do produ-
to droga final.

[00409]Para producéo do polipeptideo FGF-21, incluindo polipeptideo FGF-
21 substancialmente purificado, pode ser monitoado cada passo descrito aqui usan-
do técnicas conhecidas pelos versados na técnica. Tais técnicas podem também ser
usadas para acessar a producao de polipeptideo FGF-21 substancialmente purifica-
do seguindo o ultimo passo de isolamento. Por exemplo, a produg¢ao do polipeptideo

FGF-21 pode ser monitorado usando qualquer coluna cromatografia liquida de alta
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pressdo de fase reversa, tendo uma variedade de comprimentos de cadeia alquila
tais como RP-HPLC ciano, C18RP-HPLC; bem como HPLC de troca cationica e
HPLC de gel filtragao.

[00410]JEm modalidades especificas da presente invengao, a producéo de
FGF-21 apés cada passo de purificagao pode ser pelo menos cerca de 30%, menos
cerca de 35%, menos cerca de 40%, menos cerca de 45%, menos cerca de 50%,
menos cerca de 55%, menos cerca de 60%, menos cerca de 65%, menos cerca de
70%, menos cerca de 75%, menos cerca de 80%, menos cerca de 85%, menos cer-
ca de 90%, menos cerca de 91%, menos cerca de 92%, menos cerca de 93%, me-
nos cerca de 94%, menos cerca de 95%, menos cerca de 96%, menos cerca de
97%, menos cerca de 98%, menos cerca de 99%, menos cerca de 99,9%, menos
cerca de 99,99%, do FGF-21 no material de partida para cada passo de purificagao.

[00411]Pureza pode ser determinada usando técnicas padrdes, tais como
SDS-PAGE, ou por medida do polipeptideo FGF-21 usando ensaios de Western blot
e ELISA. Por exemplo, anticorpos policlonais podem ser gerados contra proteinas
isoladas a partir do controle negativo de fermentacédo de levedura e a recuperagao
da troca de catibnica. Os anticorpos podem também ser usados para provar a pre-
senca de contaminagao de proteinas da célula hospedeira.

[00412]RP-HPLC material Vydac C4 (Vydac) consiste em particulas de silica
gel, as superficies das quais carreiam cadeias C4-alquila. A separacao do polipepti-
deo FGF-21 a partir de impurezas proteinaceas é baseada em diferencas na forca
de interagdes hidrofobicas. Eluicao feita com um gradiente de acetonitrila em acido
trifluoracético diluido. HPLC preparativa é feita usando uma coluna sem mancha de
aco (enchida com 2,8 a 3,2 litros de Vydac C4 silica gel). O eluato Hidroxiapatita Ul-
tragel é acidificado ou adicdo de acido trifluoracético e carregado na coluna Vydac
C4. Para lavagem e eluicdo um gradiente de acetonitrila em acido trifluoracético dilu-
ido é usado. Fracdes sao coletadas e imediatamente neutralizadas com tampao fos-
fato. As fragdes de polipeptideo FGF-21 que estdo dentro dos limites IPC sao agru-

padas.
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[00413]Material DEAE Sepharose (Pharmacia) consiste em grupo dietilami-
noetila (DEAE) que sao covalentemente ligados a superficie de esferas de Sepharo-
se. A ligacao do polipeptideo FGF-21 aos grupos DEAE é mediada por interagdes
idbnicas. Acetonitrila e acido trifluoracético passa através da coluna sem ser retida.
ApOs essas substancias terem sido lavadas, tragos de impurezas sao removidos por
lavagem da coluna com tampao acetato em um pH abaixo. Entdo a coluna é lavada
com tampéao fosfato neutro e polipeptideo FGF-21 & eluido com um tampao com for-
¢ao ibnica aumentada. A coluna é empacotada com DEAE Sepharose de fluxo rapi-
do. O volume da coluna ¢é ajustado para assegurar um carregamento de polipeptideo
FGF-21 na variagao de 1-10 mg de polipeptideo FGF-21/mL de gel. A coluna é lava-
da com agua e tampao de equilibrio (fosfato de sddio/potassio). As fragbes agrupa-
das do eluato da HPLC sao carregadas e a coluna é lavada com tampao de equilli-
brio. Entdo a coluna é lavada com tampao de lavagem (tampao acetato de sodio)
seguido por lavagem com tampao de equilibrio. Subsequentemente, polipeptideo
FGF-21 é eluido a partir da coluna com tampéo de eluicao (cloreto de sddio, fosfato
de sddio/potassio) e coletado em uma fragdo unica de acordo com um perfil maximo
de eluicdo. O eluato da coluna DEAE Sepharose é ajustado para a condutividade
especificada. A droga resultante é esterilizada por filtragcdo em garrafas de Teflon e
estocadas a -70°C.

[00414]Método adicionais que podem ser empregados inclui, mas nao sao
limitados a passos de remogao de endotoxinas. Endotoxinas séo lipopolissacarideos
(LPSs) que sao localizados externamente na membrana de células hospedeiras
Gram-negativas, tal como, por exemplo, Escherichia coli. Métodos para redugao dos
niveis de endotoxina sao conhecidos pelo versado na técnica e inclui, mas nao limi-
tado a técnicas de purificacdo usando suportes de silica, p6é de vidro ou hidroxiapati-
ta, fase-reversa, afinidade, exclusdo por tamanho, cromatografia de troca anibnica,
cromatografia de interacdo hidrofébica, uma combinacdo desses métodos e seme-
Ihantes. Modificagdes ou métodos adicionais podem ser requeridos para remover

contaminantes tais como proteinas co-migratérias a partir do polipeptideo de interes-
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se. Métodos para medir niveis de endotoxina sdo conhecidos por um versado na
técnica e incluem, mas nao limitados a ensaio de Lisado de Limulis Amebdcito (LAL).
O ensaio Endosafe®-PTS é um sistema colorimétrico, de tubo unico que utiliza car-
tuchos pré-carregados com reagente LAL, substrato cromogénico, e endotoxina pa-
drao controle junto com um espectrofotdmetro portatil. Métodos alternativos incluem,
mas nao sao limitados a método LAL Cinético que é turbidimétrico e usa um formato
de placa de 96 pocos.

[00415]Uma ampla variedade de métodos e procedimentos podem ser usa-
dos para avaliar a producao e pureza de uma proteina FGF-21 compreendendo um
ou mais aminoacidos ndo naturalmente codificados, incluindo mas nao limitados a
ensaio de Bradfors, SDS-PAGE, SDS-PAGE corado com prata, SDS-PAGE corado
com Coomassie, espectrometria de massa (incluindo mas nao limitado a MALDI-
TOF) e outros métodos para caracterizagdo de proteinas conhecidos pelo versado
na técnica.

[00416]Métodos adicionais incluem, mas nao sao limitados a; SDS-PAGE
acoplado com métodos de corar proteinas, imunoblotting, matriz assistida com es-
pectrometria de massa ionizante/dessorgcao a laer (MALDI-MS), cromatografia liqui-
da/espectrometria de massa, foco isoelétrico, troca aniénica analitica, cromatofoco, e
docroismo circular.

VIII. Expressao em Sistemas Alternados

[00417]Varias estratégias tém sido empregadas para introduzir aminoacidos
nao naturais em proteinas em células hospedeiras ndo recombinantes, células hos-
pedeiras mutageneizadas, ou em sistemas livre de células. Esses sistemas sao tam-
bém adequados para uso em fazer os polipeptideos FGF-21 da presente invengao.
Derivatizacdo de aminoacidos com cadeias laterais acidas tais como Lys, Cys e Tyr
resultou na conversdo de lisina em N2-acetil-lisina. Sintese quimica também prové
um método direto para incorporar aminoacidos nao naturais. Com o recente desen-
volvimento da ligagao enzimatica e a ligagao quimica nativa dos fragmentos peptidi-

cos, é possivel fazer proteinas maiores. Ver, por exemplo, P.E. Dawson e S.B.H.

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 229/412



212/345

Kent, Annu. Rev. Biochem. 69:923 (2000). Ligacdo quimica de peptideo e ligagao
quimica nativa é descritas na Patente dos EUA No. 6.184.344, Pedido de Patente
dos EUA No. 2004/0138412, Pedido de Patente dos EUA No. 2003/0208046, WO
02/098901, e WO 03/042235, que sao aqui incorporadas por referéncia. Um método
biosssintético in vitro geral em que um tRNA supressor quimicamente acilado com o
aminoacido ndo natural desejado € adicionado a um extrato in vitro capaz de supor-
tar a biossintese de proteina, tem sido usado para incorporacgao sitio-especifica de
mais de 100 aminoacidos ndo naturais em uma variedade de proteinas de virtual-
mente qualquer tamanho. Ver, por exemplo, V.W. Cornish, D. Mende; e P.G. Schu-
Itz, Angew Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34:621 (1995); c.J. Noren, S.J. Anthony-
Cahill, M.C. Griffith, P.g. Schultz, A general methos for site-specific incorporation of
unnatural amino acids into proteins, Science 244:182-188 (1989); e, J.D. bain, C.G.
Glabe, T.A. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic site-specific incorporation
of a non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem. Soc. 111:8013-8014
(1989). Uma ampla variedade de grupos funcionais tem sido introduzida em protei-
nas para estudos de estabilidade de proteina, envelopamento de proteinas, meca-
nismo enzimatico, e transducgao de sinal.

[00418]Um método in vivo, denominado incorporagao de pressao seletiva, foi
desenvolvido para explorar a promiscuidade de sintetases selvagens. Ver, por
exemplo, N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder, W. Wenger, F.M. Dong, L. Moroder e R.
Huber, FASEB J., 13:41 (1999). Uma cepa auxotréfica, em que a via metabdlica re-
levante suprindo a célula com aminoacido natural particular € mudada € crescida em
meio minimo contendo concentragdes limitadas do aminoacido natural, enquanto
transcricdo do gene alvo é reprimida. No inicio da fase de crescimento estacionaria,
0 aminoacido natural € depletado e substituido com um aminoacido nao natural ana-
logo. Indugcdo de expressado de proteina recombinante resulta no acumulo de uma
proteina contendo o analogo nao natural. Por exemplo, usando esta estratégia, o m
e p-fluorfenilalanna tém sido incorporados em proteinas, e exibe duas caracteristicas

basicas no espectro UV que podem ser facilmente identificadas, ver, por exemplo, C.
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Minks, R. Huber, L. Moroder e N. Budisa, Anal. Biochem., 284:29 (2000); trilfuorme-
tionina tem sido usada para substituir metionina em bacteriéfago T4 lisozima para
estudar sua interagdo com ligantes quitooligosacarideos por '*F RMN, ver, por
exemplo, H. Duewel, E. Daub, V. Robinson e J.F. Honek, Biochemistry, 36:3404
(1997); e trifluorleucina tem sido incorporada no lugar de leucina, resultando em au-
mento térmico e estabilidade quimica de uma proteina leucina-adesiva. Ver, por
exemplo, Y. Tang, G. Ghirlanda, W.A. Petka, T. Nakajima, W.F. DeGrado e D.A. Tir-
rell, Angew Chem Int Ed. Engl. 40:1494 (2001). Além disso, selenometionina e telu-
rometionina sdo incorporadas em varias proteinas recombinantes para facilitar a so-
lugdo de fases na cristalografia de raio X. Ver, por exemplo, W.A. Hendrickson, J.R.
Horton e D.M. Lemaster, EMBO J. 9:1665 (1990); J.O. Boles, K. Lewinski, M. Kunkle,
J.D. Odom, B. Dunlap, L. Lebioda e M. Hatada, Nat. Struct. Biol., 1:283 (1994); N.
Budisa, B. Steipe, P. Demange, C. Echerskorn, J. Kellermann e R. Huber, Eur. J.
Biochem., 230:788 (1995); e N. Budisa, W. Karnbrock, S. Steinbacher, A.Humm, L.
Prade, T. Neuefeind, L. Moroder e R. Huber, J. Mol. Biol. 270:616 (1997). Analogos
de metionina com funcionalidades alqueno ou alquino tém também sido eficiente-
mente incorporados, permitindo a modificagao adicional de protéinas por meios qui-
micos. Ver, por exemplo, J.C. van Hest e D.A. Tirrell, FEBS Lett. 428:68 (1998); J.C.
van Hest, K.L. Kiick e D.A. Tirrell, J. Am. Chem. Soc. 122:1282 (2000); e K.L. Kiick e
D.A. Tirrell, Tetrahedron, 56:9487 (2000); Patente dos EUA No. 6.586.207; Pedido
de Patente dos EUA 2002/0042097, que sao aqui incorporados por referéncia.
[00419]0O sucesso deste método depende do reconhecimento dos aminoaci-
dos nao naturais analogos por aminoacil-tRNA sintetase, que, em geral, requer alta
seletividade para garantir a fidelidade da tradugao da proteina. Uma via de expandir
0 objetivo deste método é relaxar a especificidade do substrato da aminoacil-tRNA
sintetase, que tem dido alcangado em um numero limitado de casos. Por exemplo,
substituicdo de Ala?* por Gly em Escherichia colie fenilalanil-tRNA sintetase
(PheRS) aumenta o tamanho do bolsa de ligagao do substrato, e resulta em acilagao

de tRNAPhe por (p-Cl-Phe). Ver, M. Ibba, P. Kast e H. Hennecke, Biochemistry,
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33:7107 (1994). Uma cepa de Escherichia coli contendo este mutante PheRS permi-
te a incorporacado de p-Cl-fenilalanina ou p-Br-fenilalanina no lugar da fenilalanina.
Ver, por exemplo, M. Ibba e D.A. Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000). Similarmente,
um ponto de mutacdo Phe130Ser perto do sitio de ligagcdo aminoacido de Escheri-
chia coli tirosil-tRNA sintetase foi mostrado permitir azatirosina ser incorporada mais
eficientemente que tirosina. Ver, F. Hamano-Takaku, T. lwama, S. Saito-Yano, K.
Takaku, Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll e S. Nishimura, J. Biol. Chem. 275:40324
(2000).

[00420]Outra estratégia para incorporar aminoacidos nao naturais em prote-
inas in vivo € modificar sintetases que tém mecanismos revisores. Essa sintetases
nao podem discriminar e assim ativar aminoacidos que sao estruturalmente similares
aos aminoacidos naturais cognatos. Este erro € corrigido em um sitio separado, que
deacila o aminoacido carregado erroneamente a partir do tRNA para manter a fideli-
dade da traducao da proteina. Se a atividade revisora da sintetase é inabilitada, ana-
logos estruturais que sao ativadas erroneamente podem escapar da funcédo de adi-
¢ao e ser incorporados. Esta abordagem tem sido demonstrada recentemente com a
valil-tRNA sintetase (ValRS). Ver, V. Doring, H. D. Mootz, L. A. Nangle, T.L. Hen-
drickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel e P. Marliere, Science, 292:501 (2001).
ValRS pode aminoacilar erroneamente tRNAVal com Cys, Thro ou aminobutirato
(Abu); esses aminoacidos nao cognatos sao subsequentemente hidrolizados por
dominio de edi¢cdo. Apds mutagénese aleatdria do cromossomo de Escherichia coli,
uma cepa mutante de Escherichia coli foi selecionada que tenha uma mutacado no
sitio de edicdo de ValRS. Este ValRS com defeito de edigao incorretamente carrega
tRNA Val com Cys. Porque Abu estericamente lembra Cys (grupo —SH de Cys é
substituido com —CH3 em Abu), o mutante ValRS também incorpora Abu nas protei-
nas quando esta cepa mutante Escherichia coli € crescida em presenga de Abu.
Andlise de espectrometria de massa mostra que cerca de 24% de valinas sao substi-
tuidas por Abu em cada posicao valina na proteina nativa.

[00421]Sintese de fase sélida e métodos semi-sintéticos tém também permi-
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tido a sintese de um numero de protéinas contendo aminoacidos novos. Por exem-
plo, ver as seguintes publicagdes e referéncias citadas nas mesmas, que sdo como
segue: Crick, F.H.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of the
genetic code for proteins. Nature, 192:1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H.
Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on
the S-protein activating potency of an S-peptide fragment. J. Am. Chem.
88(24):5914-5919 (1966): Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active
peptides and proteins including enzymes, Acc. Chem. Res., 22:47-54 (1989); Na-
katsuka, T., Sasaki, T., Kaiser, E.T., Peptide segment coupling catalyzed by the sem-
isynthetic enzyme thiosubtilisin, J. Am. Chem. Soc. 109:3808-3810 (1987);
Schnolzer, M., Kent. S.B.H. Constructing proteins by dovetailing unprotected synthet-
ic peptides: backbone-engineered HIV protease, Science, 256(5054):221-225 (1992);
Chaiken, |.M. Semisynthetic peptides and proteins CRC Crit. Rev. Biochem.
11(3):255-301 (1981); Offord, R.E. Protein engineering by chemical means? Protein
Eng. 1(3):151-157 (1987); e Jackson, D.Y., Burnier, J., Quan, C., Stanley, M., Tom,
J., Wells, J.A. A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of Ribonuclease A with
Unnatural Catalytic Residues, Science, 266(5183):243 (1994).

[00422]Modificacdo quimica tem sido usada para introduzir uma variedade
de cadeias laterais ndo naturais, incluindo co-fatores, marcadores de rotagao, e oli-
gonucleotideos em proteinas in vitro. Ver, por exemplo, Corey, D.R., Schultz, P.G.,
Generation of a hybrid sequence-specific single-stranded deoxyribonuclease, Sci-
ence, 238(4832):1401-1403 (1987);Kaiser, E.T., Lawrence, D.S. Rokita, S.E., The
chemical mutation of enzyme active sites, Science, 226(4674):505-511 (1984); Neet,
K.E., Nanci, A., Koshland, D.E. Properties of thiol-subtilisin, J. Biol. Chem.
243(24)6392-6401 (1968); Polgar, L. e M.L. Bender. A new enzyme containing a syn-
thetically formed active site. Thiol-subtilisin. J. Am. Chem. Soc. 88:3153-3154 (1966);
e Pollack, S.J., Nakayama, G., Schultz, P.G., Introduction of nucleophiles and spec-
troscopic probes into aantibody combining sites, Science, 242(4881):1038-1040
(1988).

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 233/412



216/345

[00423]Alternativamente, métodos biossintéticos que empregam aminoacil-
tRNAs quimicamente modificados tém sido incorporados em varios padrdes biofisi-
cos em proteinas sintetizadas in vitro. Ver a seguintes publicacdes e referéncias ci-
tadas dentro: Brunner, J. New Photolabeling and crosslinking methods, Annu. Rev.
Biochem. 62:483-514 (1993); e, Krieg, U.C., Walter, P., Hohnson, A.E. Photocross-
linking of the signal sequence of nascent preprolactin of the 54-kilodalton polypeptide
of the signal recognition particle, Proc. Natl. Acad. Sci. 83(22):8604-0608 (1986).

[00424]Previamente, tem sido mostrado que aminoacidos nao naturais po-
dem ser incorporados sitio-especificamente em proteinas in vitro pela adicdo de su-
pressores de tRNA quimicamente aminoacilados para reag¢des de sintese de protei-
na programas com um gene contendo uma mutagdo ndo senso ambar desejada.
Usando estas abordagens, um pode substituir um numero de vinte aminoacidos co-
muns com homologos estruturais proximos, por exemplo, fluorfenilalanina para feni-
lalanina, usando cepas auxotropicas para um aminoacido particular. Ver, por exem-
plo, Noren, C.J.m Anthony-Cahill, Griffith, M.C., Schultz, P.G., A general method for
site-specific incorporation of unnatural amino acids into proteins, Science, 244:182-
188 (1989); M.W. Nowak, et al, Science, 268:439-42 (1995); Bain, J.D., Glabe, C.G.,
Dix. T.A., Chamberlin, A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation of a
non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem. Soc., 111:8013-8014
(1989); N. Budisa et al, FASEB J. 13:41-51 (1999); Eliman, J.A., Mendel, D., Antho-
ny-Cahill, S., Noren, C.J., Schultz, P.G. Biosybthetic methos for introducing unnatural
amino acids site-specifically into proteins, Methods in Enz., vol. 202, 301-336 (1992);
e, Mendel, D., Cornish, V.W. & Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with an Ex-
panded Genetic Code, Annu. Rev. Biophys, Biomol. Struct. 24, 435-62 (1995).

[00425]Por exemplo, um tRNA supressor foi preparado de forma a reconhe-
cer um codon de parada UAG e foi quimicamente aminoacilado com um aminoacido
nao natural. Mutagénese sitio-direcionada convencional foi usada para introduzir o
cédon de parada TAG, no sitio de interesse no gene da proteina. Ver, por exemplo,

Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F., 5-3' Exonucleases in phosphorothioate-
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based oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucleic Acids Res, 16(3):791-802
(1988). Quando o tRNA supressor acilado e o gene mutante foram combinados em
um sistema transcrigao/traducéo in vitro, 0 aminoacido nao natural foi incorporado
em resposta ao cédon UAG que deu uma proteina contendo aquele aminoacido na
posicdo especificada. Experimentos usando [*H]-Phe e experimentos com a-hidroxi
acidos demonstraram que somente o aminoacido desejado € incorporado na posigao
especificada pelo codon UAG e que este aminoacido nao é incorporado em qualquer
outro sitio na proteina. Ver, por exemplo, Noren, et al, acima; Kobayaschi, et al
(2003) Nature Structural Biology 10(6):425-432; e Ellman, J.A., Mendel, D., Schultz,
P.G. Site-specific incorporation of novel backbone structures into proteins, Sciences,
255(5041):197-200 (1992).

[00426]Um tRNA pode ser aminoacilado com um aminoacido desejado por
qualquer método ou técnica, incluindo, mas nao limitado a aminoacilagao quimica ou
enzimatica.

[00427]Aminoacilagdo pode ser realizada por aminoacil tRNA sintetases ou
por moléculas enzimaticas, incluindo, mas nao limitado a ribozimas. O termo “ribozi-
ma” é passivel de mudanga com “RNA catalitico”. Cech e colaboradores (Cech,
1987, Science, 236:1532-1539; McCorkle et al, 1987, Concepts Biochem. 64:221-
226) demonstraram a presenca de RNAs de ocorréncia natural que pode atuar como
catalisador (ribozima). Entretanto, embora esses RNAs catalisadores naturais tém
somente sido mostrados agir em substratos de acido ribonucléico para clivagem e
splicing, o desenvolvimento recente da evolugao artificial de ribozimas tem expandi-
do o repertdrio de catalise para varias reagdes quimicas. Estudos tém identificado
moléculas de RNA que pode catalisar ligacbes aminoacil-RNA em sua prépria (2)3-
terminal (lllangakekare et al, 1995, Science 267:643-647), e uma molécula RNA que
pode transferir um aminoacido a partir da molécula de RNA a outra (Lohse et al,
1996, Nature, 31:442-444).

[00428]Publicacao do Pedido de Patente dos EUA 2003/0228593, que é aqui

incorporada por referéncia, descreve métodos para construir ribozimas e seu uso em
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aminoacilagdo de tRNAs com naturalmente codificados e aminoacidos nao natural-
mente codificados. Formas de substrato imunobilizado de moléculas enzimaticas
que podem aminoacilar tRNAs, incluindo, mas nao limitado a, ribozimas, pode permi-
tir purificacao por afinidade eficiente de produtos aminoacilados. Exemplos de susb-
tratos adequados incluem agarose, sepharose e esferas magnéticas. A producéao e
uso da forma de substrato imobilizado de ribozima para aminoacilagao € descrita em
Chemistry and Biology, 2003, 10:1077-1084 e Publicagao do Pedido de Patente dos
EUA 2003/0228593, que sao aqui incorporados por referéncia.

[00429]Métodos de aminoacilagdo quimica incluem, mas nao séo limitados
aqueles introduzidos por Hecht e colaboradores (Hecht, S.M. Acc. Chem. Res. 1992,
25, 545; Heckler, T., G.; Roesser, J.R.; Xu, C.; Chang, P.; Hecht, S.M. Biochemistry
1988, 27, 7254; Hecht, S.M.; Alford, B.L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol. Chem. 1978,
253, 4517) e por Schultz, Chamberlin, Dougherty e outros (Cornish, V.W.; Mendel,
D.; Schultz, P.G. Angew Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S.A;
Ellman, J.A.; Schultz, P.G. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2722; Noren, C.J.;
Anthony-Cahill, S.J.; Griffith, M.C.; Schultz, P.G. Science 1989, 24, 182; Bain, J.D.;
Glabe, S.G.; Dix, T.A.; Chamberlin, A.R. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8013; Bain,
J.D. et al, Nature, 1992, 356, 537; Gallivan, J.P.; Lester, H.A.; Dougherty, D.A.
Chem. Biol. 1997, 4, 740: Turcatti, et al, J. Biol. Chem. 1996, 271, 1991; Nowak,
M.W. et al, Science, 1995, 268, 439; Saks, M.E. et al, J. Biol. Chem. 1996, 271,
23169; Hohsaka, T. et al J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 24), que sao aqui incorpora-
dos por referéncia, para evitar o uso de sintetases na aminoacilagdo. Tais métodos
ou outros métodos de aminoacilagédo quimica podem ser usados para aminoacilar
moléculas tRNA.

[00430]Métodos para gerar RNA catalitico podem envolver a geragao de
grupos separados de sequéncias de ribozimas aleatorias, fazendo a evolugao direci-
onada dos grupos, selecionando os grupos para atividade de aminoacilagao deseja-
da, e selecionada sequéncias para essas ribozimas exibindo a atividade a aminoaci-

lagao desejada.
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[00431]Ribozimas podem compreender motivos e/ou regides que facilitam a
atividade de acilagao, tal como um motivo GGU e uma regiao rica em U. Por exem-
plo, tem sido relatado que regides ricas em U podem facilitar o reconhecimento de
um substrato aminoacido, e um motivo GGU pode formar um par de base com o
terminal 3'de um tRNA. Em combinacdo, o Ggu e o motivo e regiao rica em U facilita
o reconhecimento simultdneo de ambos, aminoacido e tRNA simultaneamente, e
assim facilita a aminoacilagéo do 3’terminal do tRNA.

[00432]Ribozimas podem ser geradas por selegcdo in vitro usando um
r24mini conjugado parcialmente aleatério com tRNA”SMccca, seguido por construgéo
sistematica de uma sequéncia consenso encontrada nos clones ativos. Uma ribozi-
ma exemplar obtida por este método € denomiado “Fx3 ribozima” e € descrita em
Pub. Ped. Pat. dos EUA No. 2003/0228593, o conteudo da qual é aqui incorporado
por referéncia, age como um catalisador versatil para a sintese de varios aminoacil-
tRNA carregado com aminoacidos nao naturais cognatos.

[00433]Imobilizagdo em um substrato pode ser usada para permitir a purifi-
cacao de afinidade eficiente dos tRNAs aminoacilados. Exemplos de substratos
adequados incluem, mas nao sao limitados a agarose, sepharose, e esferas magné-
ticas. Ribozimas podem ser imobilizada em resinas por tomar vantagem da estrutura
quimica do RNA, tal como 3’-cis-diol na ribose de RNA pode ser oxidada com perio-
dato para produzir o dialdeido correspondente para facilitar a imobilizagdo do RNA
na resina. Varios tipos de resinas podem ser usados incluindo as resinas hidrazida
acessiveis em que a aminagao redutiva faz a interacdo entre a resina e a ribozima
uma ligacao irreversivel. Sintese de aminoacil-tRNAs pode ser significantemente
facilitada por esta técnica de aminoacilagdo em coluna. Kourouklis et al, Methods
2005; 36:239-4 descreve um sistema de aminoacilagao baseada em coluna.

[00434]Isolamento dos tRNAs aminoacilados pode ser realizados em uma
variedade de formas. Um método adequado é para eluir os tRNAs aminoacilados a
partir de uma coluna com um tampéao tal como solugao de acetato de sddio com 10

mM de EDTA, um tampao contendo 50 mM N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(acido 3-
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propanossulfénico), 12,5 mM KCI, pH 7.0, 10 mM EDTA, ou simplesmente um EDTA
tamponado com agua (pH 7.0).

[00435]0s tRNAs aminoacilados podem ser adicionados para reacdes de
traducgao a fim de incorporar o aminoacido com que o tRNA foi aminoacilado em uma
posicao de escolha em um polipeptideo feito por reacdo de tradugdo. Exemplos de
sistemas de tradugdo em que os tRNAs aminoacilados da presente invengao pode
ser usados incluem, mas ndo sdo limitados a lisados celulares. Lisados celulares
provém componentes reacionais necessarios para traducao in vitro de um polipepti-
deo a partir de uma entrada de mRNA. Exemplos de tais componentes de reagao
incluem, mas nao sao limitados de proteinas ribossomais, rRNA, aminoacidos,
tRNAs, GTP, ATP, iniciacao de traducao e fatores de alongamento e fatores adicio-
nais associados com tradugdo. Adicionalmente, sistemas de tradugdo podem ser
lotes de tradugdes ou tradugdo compartimentalizada. Sistemas de tradugao em lotes
combinam componentes da reagdo em um compartimento unico enquanto sistemas
de tradugdo compartimentalizada separam os componentes da reagao de tradugao a
partir de produtos de reagao que podem inibir a eficiéncia de tradugao. Tais sistemas
de traducéo estdao comercialmente disponiveis.

[00436]Ainda, um sistema transcricao/tradugdo acoplado pode ser usado.
Sistemas de transcrigao/traducao acoplados permitem para ambos, transcricdo de
uma entrada de DNA em um mRNA correspondente, que € por sua vez traduzida por
componentes de reacdo. Um exemplo de uma transcri¢ao/traducao acoplada comer-
cialmente disponivel no Sistema de Tradugao Rapida (RTS, Roche Inc). O sistema
inclui uma mistura contendo lisado de E. coli para prover componentes traducionais
tais como ribossomos e fatores de traducao. Adicionalmente, uma RNA polimerase é
incluida para a transcricao da entrada de DNA em um modelo de mRNA para uso na
tradugdo. RTS pode ser compartimentalizado dos componentes de reacao por via de
uma membrana interposta entre os compartimentos de reagao, incluindo um compar-
timento de suprimento/perda e um compartimento de transcricao/tradugao.

[00437]Aminoacilacao de tRNA pode ser feita por outros reagentes, incluin-
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do, mas néo limitados a transferases, polimerases, anticorpos cataliticos, proteinas
multi-funcionais, e semelhantes.

[00438]Stephan em Scientist 10 de Outubro de 2005; paginas 30-33 descre-
vem métodos adicionais para incorporar aminoacidos nao naturalmente codificados
em proteinas. Lu et al em Mol. Cell. 2001 Out; 8(4):759-69 descreve um método em
que uma proteina é quimicamente ligada a um peptideo sintético contendo aminoa-
cidos nao naturais (ligagao de proteina expressa).

[00439]Técnicas de microinjegcao tém também sido usadas para incorporar
aminoacidos nao naturais em proteinas. Ver, por exemplo, M.\W. Nowak, P.C. Kear-
ney, J.R. sampson, M.E. Saks, C.G. Labarca, S.K. Silverman, W.G. Chong, J. Thor-
son, J.N. Abelson, N. Davidson, P.G. Schultz, D.A. Dougherty e H.A. Lester, Scien-
ce, 268:439 (1995); e D.A. Dougherty, Curr. Opin. Chem. Biol. 4:645 (2000). Um 06-
cito Xenopus foi co-injetado com espécies de RNA feitas em in vitro: um mRNA codi-
ficando a proteina alvo com um codon parador UAG na posi¢ao aminoacido de inte-
resse e esse tRNA supressor ambar aminoacilado com o aminoacido nao natural
desejado. A maquinaria traducional do odécito entdo insere o aminoacido nao natural
na posicao especificada por UAG. Este método tem permitido estudos estrutura-
funcao in vivo de proteinas integrais de membrana, que sdo geralmente nao permi-
tem sistemas de expresséao in vitro. Exemplos incluem a incorporagdo de um amino-
acido fluorescente no receptor de taquicinina neuroquinina-2 para medir distancias
por transferéncia de energia de ressonancia flurorescente, ver, por exemplo, G. Tur-
catti, K. Nemeth, M.D. Edgerton, U. Meseth, F. Talabot, M. Peitsch, J. Knowles, H.
Vogel e a. Chollet, J. Biol. Chem., 271:19991 (1996); a incorporagao de aminoacidos
biotinilados para identificar residuos expostos na superficie em canais de ion, ver,
por exemplo, J.P. Galliven, H.A. Lester e D.A. Dougherty, Chem. Biol. 4: 739 (1997);
0 uso de analogos tirosina presa para monitorar mudangas conformacionais em um
canal ibnico em tempo real, por exemplo, J.C. Miller, S.K. Silverman, P.M. England,
D.A. Dougherty e H.A. Lester, Neuron, 20:619 (1998); e, o uso de aminoacido alfa

hidroxi para mudar as estruturas de canal iGnico para permitir seus mecanismos li-
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gantes. Ver, por exemplo, P.M. England, Y. Zhang. D.A. Dougherty e H.A. Lester,
Cell, 96:89 (1999); e T. Lu, A.U. Ting, J. Mainland, L.Y. Jan. P.G. Schultz e J. Yang,
Nat. Neurosci., 4:239 (2001).

[00440]A habilidade de incorporar aminoacidos nao naturais diretamente em
proteinas in vivo oferece uma ampla variedade de vantagens incluindo mas nao limi-
tados a altas producdes de protéinas mutantes, facilidade técnica, o potencial de
estudar as proteinas mutantes em células ou possivelmente em organismos vivos e
0 uso dessas proteinas mutantes em tratamento terapéuticos e usos diagndsticos. A
habilidade de incluir aminoacidos nao naturais com varios tamanhos, acidez, nucleo-
filicidade, hidrofobicidade, e outras propriedades em proteinas pode grandemente
expandir nossa habilidade de racionalmente e sistematicamente manipular as estru-
turas de proteinas, ambas, a fungao padrao protéica e criar novas proteinas ou or-
ganismos com propriedades novas.

[00441]Em uma tentativa de incorporar sitio-especificamente para-F-Phe, um
par tRNAPheCUA supressor amber/fenilalanil-tRNA sintetase de levedura foi utiliza-
da em uma cepa de Escherichia coli Phe auxotrofica, p-F-Phe resistente. Ver, por
exemplo, R. Furter, Protein Sci. 7:419 (1998).

[00442]Pode também ser possivel para obter expressao de um polinucleoti-
deo FGF-21 da presente invengao usando um sistema de traducéo livre de célula (in
vitro). Sistemas de tradugdo podem ser celulares ou livres de células, e podem ser
procariotos ou eucariotos. Sistemas de traducéo celulares incluem, mas nao sao li-
mitados a preparagdes de células inteiras tais como células permeabilizadas ou cul-
turas de células em que uma sequéncia de acido nucléico desejada pode ser trans-
crita para RNAmM e o RNAm traduzido. Sistemas de traducgao livre de célula séo co-
mercialmente disponiveis e muitos tipos diferentes e sistemas sao bem conhecidos.
Exemplos de sistemas livres de células incluem, mas ndo sao limitados a lisados
procariotos tal como lisados de Escherichia coli, e lisados eucariotos como extratos
de germem de trigo, lisados de célula de inseto, lisados de reticulocito de coelho,

lisados de odcito de coelho e lisados de célula humana. Extratos ou lisados eucario-
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tos podem ser preferidos quando a proteina resultante é glicosilada, fosforilada ou
de outra forma modificada porque muitas dessas modificacbes sdo somente possi-
veis em sistemas eucariotos. Alguns desses extratos e lisados sdo comercialmente
disponiveis (Promega; Madison, Wis; Stratagene; La Jolla; Calif; Amersham; Arling-
ton Heights; lll.; GINCO/BRL; Grand Island; NI). Extratos membranosos, tais como
extratos pancreaticos caninos contendo membranas microssomais, sao também dis-
poniveis que sao uteis para tradugao de proteinas secretdrias. Nesses sistemas, que
podem incluir ou RNAmM como um padrao (tradugao in vitro) ou DNA como um pa-
drao (tradugao e transcrigao in vitro combinadas), a sintese in vitro €& direcionada
pelos ribossomos. Esforgos consideraveis tém sido aplicados para o desenvolvimen-
to de sistemas de expressao de proteina livre de célula. Ver, por exemplo, Kin, D.M.
e J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 74:309-316 (2001)(; Kim, D.M. e
J.R. Swartz, Biotechnology Letters, 22, 1537-1542 (2000); Kim; D.M. e J.R. Swartz,
Biotechnology Progress, 16, 385-390 (2000); Kim, D.M., e J.R. Swartz, Biotechno-
logy and Bioengineering, 66, 180-188 (1999); e Parnaik, R. e J.R. Swartz, Biotecni-
ques 24, 862-868 (1998); Patente dos EUA No. 6.337.191; Publicacdo de Patente
dos EUA No. 2002/0081660; WO 00/55353; WO 90/05785, que sao aqui incorpora-
dos por referéncia. Outra abordagem que pode ser aplicada a expressao de polipep-
tideo FGF-21 compreendendo um aminoacido ndo naturalmente codificado inclui a
técnica de fusdo RNAm-peptideo. Ver, por exemplo, R. Roberts e J. Szostak, Proc.
Natl. Acad. Sci. (EUA) 94:12297-12302 (1997); A. Frankel et al, Chemistry & Biology
10:1043-1050 (2003). Nesta abordagem, um padrao mRNA ligado a puromicina é
traduzido em peptideo no ribossomo. Se uma ou mais moléculas tRNA tem sido mo-
dificada, aminoacidos n&o naturais podem ser incorporados em peptideo também.
Apos o ultimo cédon de RNAm ter sido lido, puromicina captura o C-terminal do pep-
tideo. Se o conjugado mRNA-peptideo resultante € encontrado para ter proprieda-
des interessantes em um ensaio in vitro, sua identidade pode ser facilmente revelada
a partir da sequéncia mRNA. Desta forma, um pode selecionar bibliotecas de poli-

peptideos FGF-21 compreendendo um ou mais aminoacidos nao naturalmente codi-

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 241/412



224/345

ficados para identificar polipeptideos tendo propriedades desejadas. Mais recente-
mente, tradugdes ribossomais com componentes purificados tém sido relatados
permitir a sintese de peptideos substituidos com aminoacidos n&o naturalmente co-
dificados. Ver, por exemplo, A. Foster et al, Proc. Natl. Acad. Sci (EUA) 100:6353
(2003).

[00443]Sistemas de tradugcao reconstituidos podem também ser usados.
Misturas de fatores de traducao purificados tém também sido usados com sucesso
para traduzir mRNA em proteina bem como combinacgdes de lisados ou lisados su-
plementados com fatores de tradugao purificados tais como fator de iniciacdo 1 (IF-
1), IF-2, IF-3 (a ou B), fator de alongamento T (EF-Tu) ou fatores de terminagéao. Sis-
temas livres de células podem também ser sistemas de transcri¢gao/traducéo acopla-
dos em que DNA ¢ introduzido ao sistema, transcrito em mRNA e mRNA traduzido
como descrito em Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al, edito-
res, Wiley Interscience, 1993), que é aqui especificamente incorporado por referén-
cia. RNA transcrito em sistema de transcricao eucarioto pode ser na forma de RNA
heteronuclear (hnRNA) ou terminagao 5’caps (7-metil guanosina) e terminacao 3’poli
A de mRNA de causa madura, que pode ser uma vantagem em certos sistemas de
tradugao. Por exemplo, mRNAs recobertos sao traduzidos com alta eficiéncia no sis-
tema reticulado lisado.

IX. Polimeros Macromoleculares acoplados a polipeptideos FGF-21

[00444]Varias modificagbes nos polipeptideos aminoacidos nao naturais
descritos aqui podem ser efetuadas usando as composi¢cdes, métodos, técnicas e
estratégias descritas aqui. Essas modificagdes incluem a incorporagao de funcionali-
dade adicional no componente aminoacido nao natural do polipeptideo, incluindo
mas néo limitado a um marcador, um corante, um polimero, um polimero soluvel em
agua, um derivado de polietileno glicol, um ligante foto-cruzado, um radiois6topo, um
composto citoxico, uma droga, um marcado de afinidade, um marcador de foto-
afinidade, um composto reativo, um resina, uma segunda proteina o polipeptideo ou

polipeptideo analogo, um anticorpo ou fragmento de anticorpo, um metal quelante,
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um cofator, um acido graxo, um carboidrato, um polinucleotideo, um DNA, um RNA,
um polinucleotideo anti-senso, um sacarideo, um dendrimero soluvel em agua, uma
ciclodextrina, um acido ribonucléico inibitério, um biomaterial, uma nanoparticula, um
marcador de rotacdo, um fluoréforo, uma fracdo contendo metal, uma fragcédo radioa-
tiva, um grupo funcional novo, um grupo que interage covalentemente ou nao cova-
lentemente com outras moléculas; uma fragao foto-ligada, uma fracdo excitavel de
radiacado actinica, uma fragao foto-isomerizavel, biotina, um derivado de biotina, um
analogo de biotina, uma fragao incorporada a um atomo pesado, um grupo quimica-
mente clivavel, um grupo foto-clivavel, um cadeia lateral alongada, um acgucar ligado
a carbono, um agente redox ativo, um aminotioacido, uma fragao téxica, uma fracéo
isotopicamente marcada, um padrao biofisico, um grupo fosforescente, um grupo
quimioluminescente, um grupo eletro-denso, um grupo magnético, um grupo interca-
lante, um cromdéforo, um agente de transferéncia de energia, um agente biologica-
mente ativo, um macador detectavel, uma molécula pequena, um ponto quantico, um
nanotransmissor, um radionucleotideo, um radiotransmissor, um agente de captura
de néutron, ou qualquer combinagdo dos acimas, ou qualquer composto ou substan-
cia desejavel.

[00445]Como uma ilustragao, exemplos nao limitante das composigdes, mé-
todos, técnicas e estratégias aqui descritos, a seguinte descricao focara em adicio-
nar polimeros macromoleculares ao polipeptideo aminoacido néo natural com o en-
tendimento que as composi¢cdes, metodos, técnicas, e estratégias descritas aqui sao
também aplicaveis (com modificagdes apropriadas, se necessario e para as quais
um versado na técnica pode fazer com as revelagbes aqui) para adicionar outras
funcionalidades, incluindo, mas nao limitadas aquelas listadas acima.

[00446]Uma ampla variedade de polimeros macromoleculares e outras mo-
léculas podem estar ligadas a polipeptideos FGF-21 da presente invengao para mo-
dular as propriedades bioldgicas do polipeptideo FGF-21, e/ou provém novas propri-
edades bioldgicas para a molécula FGF-21. Esses polimeros macromoleculares po-

dem ser ligados ao polipeptideo FGF-21 através de um aminoacido naturalmente
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codificado, através de um aminoacido ndo naturalmente codificado, ou qualquer
substituinte de um aminoacido natural ou n&do natural, ou qualquer substituinte ou
grupo funcional adicionado a um aminoacido natural ou ndo natural. O peso molecu-
lar do polimero pode ser de uma ampla variedade, incluindo, mas n&o limitado a,
entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da ou mais. O peso molecular do polime-
ro pode estar entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da, incluindo mas nao limi-
tado a 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000
Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da,
30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000
Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da,
700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da e 100 Da. Em algumas modalida-
des, o peso molecular do polimero esta entre cerca de 100 da e cerca de 50.000 Da.
Em algumas modalidades, o peso molecular do polimero esta entre cerca de 100 Da
e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular do polimero esta
entre cerca de 1.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso
molecular do polimero esta entre cerca de 5.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em al-
gumas modalidades, o peso molecular do polimero esta entre cera de 10.000 Da e
cerca de 40.000 Da.

[00447]A presente invengao prové substancialmente preparagdes homogé-
neas de conjugados polimero:proteina. “Substancialmente homogéneo” como aqui
utilizado significa que moléculas com conjugados polimero:proteina sdo observadas
serem mais que metade da proteina total. O conjugado polimero:proteina tem uma
atividade biolégica e as presentes preparagdes polipeptidicas FGF-21 PEGiladas
“substancialmente homogéneas” providas aqui sdo aquelas que sdao homogéneas o
suficiente para revelarem as vantagens de uma preparagao homogénea, por exem-
plo, facil aplicagao clinica em predictabilidade de varias farmacocinéticas.

[00448]Um pode também escolher preparar uma mistura de moléculas con-
jugadas polimero:proteina, e a vantagem provida aqui € que um pode selecionar a

proporcdo de conjugado monopolimero:proteina para incluir na mistura. Entédo, se
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desejado, um pode preparar uma mistura de varias proteinas com varios numeros de
fracdes poliméricas ligadas (isto &, di-, tri-, tetra-, etc) e combinar os referidos conju-
gados com conjugado monopolimero:proteina usando os métodos da presente in-
vengao, e tém uma mistura com uma proporgao pré-determinada de conjugados
monopolimeros:proteina.

[00449]0O polimero selecionado pode ser soluvel em agua de forma que a
proteina a qual ele esta ligado nao precipita em ambiente aquoso, tal como um am-
biente fisiologico. O polimero pode ser ramificado ou nao ramificado. Para uso tera-
péutico da do produto final da preparagao, o polimero sera farmaceuticamente acei-
tavel.

[00450]Exemplos de polimeros incluem mas nao sao limitados a éteres poli-
alquila e analodos alcoéxi-recobertos dos mesmos (por exemplo, polioxietileno glicol,
polioxietileno/propileno glicol, e analogos recobertos metoxi ou etoxi dos mesmos,
especialmente polioxietileno glicol, o ultimo é também conhecido como polietilenogli-
col ou PEG); polivinilpirrolidonas; éteres polivinilalquila; polioxazolinas; polialquil
oxazolinas e poliidroxialquil oxazolinas; poliacrilamidas; polialquilacrilamiads e polii-
droxialquil acrilamidas (por exemplo, poliidroxipropilmetacrilamida e derivados dos
mesmos0; poliidroxialquil acrilatos; acidos polisialicos e analogos dos mesmos; se-
quéncias peptidicas hidrofilicas; polissacarideos e seus derivados, incluindo dextran
e derivados de dextran, por exemplo, carboximetildextran, dextran sulfato, aminodex-
tran, celular e seus derivados, por exemplo, carboximetil celulose, hidroxialquil celu-
loses, quitina e seus derivados, por exemplo, quitosana, succinil quitosana, carboi-
metilquitina, carboximetilquitosana, acido hialurénico e seus derivados; amidos, algi-
natos, sulfato de condroitina, albumina, pululan e carboximetil puluan, poliaminoaci-
dos e derivados dos mesmos, por exemplo, acidos poliglutamicos, polisinas, acidos
poliasparticos, poliaspartamidas, copolimeros de anidreto maléico tais como, copo-
limero de anidreto estireno maléico, copolimero de anidreto maléico de étre divinile-
til, polivinil alcool, copolimeros dos mesmo, terpolimeros dos mesmo, misturas dos

mesmo, e derivados dos antecedentes.

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 245/412



228/345

[00451]A prorpor¢gédo das moléculas de polietileno glicol para moléculas de
proteinas variardo, como também suas concentragdes na mistura de reagdo. Em
geral, a proporgao 6tima (em termos de eficiéncia de reacdo em que existe um ex-
cesso minimo de proteina ou polimero nao reagido) pode ser determinada pelo peso
molecular do polietileno glicol selecionado e no numero de grupos reativos disponi-
veis. Como relacionado ao peso molecular, tipicamente o peso molecular mais alto
do polimero, o menor numero de moléculas de polimero que podem ser ligar a prote-
ina. Similarmente, a ramificacdo do polimero pode ser levada em consideragao
quando otimizando esses parametros. Geralmente, quanto mais alto o peso molecu-
lar (ou mais ramificagdes), mais alta a proporgao polimero:proteina.

[00452]Como aqui utilizado, e quando contemplando os conjugados
PEG:polipeptideo FGF-21, o termo “quantidade terapeuticamente efetiva” refere-se a
uma quantidade que da o beneficio desejado a um paciente. A quantidade variara de
um individuo a outro e dependera de um numero de fatores, incluindo a condigao
geral fisica do paciente e fundamentando a causa da condicao a ser tratada. A quan-
tidade de polipeptideo FGF-21 usada para terapia da uma taxa aceitavel de mudan-
¢a e mantém a resposta desejada em um nivel benéfico. Uma quantidade terapeuti-
camente efetiva das presentes composi¢des pode ser facilmente acertada pelo ver-
sado na técnica usando materiais e procedimentos publicamente disponiveis.

[00453]0 polimero soluvel em agua pode ser qualquer forma estrutural inclu-
indo, mas nao limitado a linear, dividida ou ramificado. Tipicamente, o polimero solu-
vel em agua é um poli(alquileno glicol), tai como poli(etileno glicol) (PEG), mas ou-
tros polimeros soluveis em agua podem também ser empregados. Por meio de
exemplo, PEG é utilizado para descrever certas modalidades desta invencao.

[00454]PEG é um polimero soluvel em agua bem conhecido que é comerci-
almente disponivel ou pode ser preparado por polimerizagéo por abertura de anel de
etileno glicol, de acordo com os meétodos conhecidos pelos versados na técnica
(Sandler e Karo, Polymer Synthesis, Academic Press, Nova lorque, vol.3 paginas

138-161). O termo “PEG” é usado amplamente para compreender qualquer molécula
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de polietileno glicol, sem relagcdo com tamanho ou modificagdo em uma terminacgao
do PEG, e pode ser representado como oligado ao polipeptideo FGF-21 pela formu-

la:

XO-(CH,CH,0),-CH,CH,-Y

onde n € 2 a 10.000 e X € H ou uma modificagdo terminal, incluindo, mas
nao limitado a alquilaC1-4, um grupo protetor ou um grupo terminal funcional.

[00455]Em alguns casos, um PEG utilizado na invengdo terminada em uma
terminagcdo com hidroxi ou metoxi, isto €, X € H ou CHs (“metoxi PEG”). Alternativa-
mente, o PEG pode terminar com um grupo reativo, assim formando um polimero
bifuncional. Grupos reativos tipicos podem incluir aqueles grupos reativos que sao
comumente utilizados para reagir com grupo funcionais encontrados em 20 aminoa-
cidos comuns (incluindo mas nao limitado a grupo maleimida, carbonatos ativados
(incluindo mas nao limitados a éster p-nitrofenil) e aldeidos) bem como grupos funci-
onais que sao inertes aos 20 aminoacidos comuns mas que reagem especificamente
com grupos funcionais complementares presentes em aminoacidos ndao naturalmen-
te codificados (incluindo mas nao limitados a grupos azida, grupo alquino). E notado
que outra terminagdo do PEG, que € mostrada na férmula acima pelo Y, se ligara ou
diretamente ou indiretamente a um polipeptideo FGF-21 através de um aminoacido
de ocorréncia natural ou ndo natural. Por exemplo, Y pode ser uma ligagdo amida,
carbamato ou uréia para um grupo amina (incluindo, mas nao limitado a amina epsi-
lon da lisina ou N-terminal) do polipeptideo. Alternativamente, Y pode ser uma liga-
¢ao maleimida a um grupo tiol (incluindo, mas n&o limitado a grupo tiol de cisteina).
Alternativamente, Y pode ser um ligado a um residuo ndo comumente acessivel
através de 20 aminoacidos comuns. Por exemplo, um grupo azida no PEG pode ser
reagido com um grupo alquino no polipeptideo FGF-21 para formar um produto de
cicloadi¢cao [3+2] Huisgen. Alternativamente, um grupo alquino no PEG pode ser re-
agido com um grupo azida presente em um aminoacido ndo naturalmente codificado
para formar um produto similar. Em algumas modalidades, um nucledfilo forte (inclu-

indo mas nao limitado a hidrazina, hidrazida, hidroxilamina, semicarbazida) pode ser

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 247/412



230/345

reagido com um grupo aldeido ou cetona presente em um aminoacido nao natural-
mente codificado para formar uma hidrazona, oxima ou semi-carbazona, como apli-
cavel, que em alguns casos pode ser ainda reduzido pelo tratamento com um agente
redutor apropriado. Alternativamente, o nucledfilo forte pode ser incorporado no poli-
peptideo FGF-21 através de um aminoacido nao naturalmente codificado e usado
para reagir preferivelmente com um grupo cetona ou aldeido presente no polimero
soluvel em agua.

[00456]Qualquer massa molecular para um PEG pode ser utilizada como
praticamente desejado, incluindo, mas nao limitado a cerca de 100 Daltons (Da) e
cerca de 100.000 Da ou mais como desejado (incluindo mas nao limitado a, algumas
vezes, 0,1-50 kDa ou 10-40 kDA). O peso molecular do PEG pode estar em uma
ampla variagdo, mas nao limitado a, entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da
ou mais. PEG pode estar entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da ou mais.
PEG pode estar entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da, incluindo mas nao
limitado a 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da,
70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da,
35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da,
8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da,
900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da e 100 Da. Em
algumas modalidades, PEG esta entre cerca de 100 da e cerca de 50.000 Da. Em
algumas modalidades, o peso molecular do polimero esta entre cerca de 100 Da e
cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, PEG esta entre cerca de 1.000 Da e
cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, PEG esta entre cerca de 5.000 Da e
cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, PEG esta entre cera de 10.000 Da e
cerca de 40.000 Da. PEGs de cadeias ramificadas, incluindo mas nao limitados |,
moléculas PEG com cada cadeia tendo um PM variando de 1-100 kDA (incluindo
mas nao limitado a, 1-50 kDA ou 5-20 kDA) pode também ser usado. O peso mole-
cular de cada cadeia do PEG de cadeia ramificada pode ser, incluindo, mas nao limi-

tado a, entre 1.000 Da e cerca de 100.000 Da ou mais. O peso molecular de cada

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 248/412



231/345

cadeia do PEG de cadeia ramificada pode estar entre 1.00 Da e cerca de 100.000
Da, incluindo mas nao limitado a, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da,
80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da,
45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da,
10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da,
2.000 Da, 1.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de cadeia de PEG
de cadeia ramificada esta entre cerca de 1.000 Da e cerca de 50.000 Da. Em algu-
mas modalidades, o peso molecular do PEG de cadeia ramificada esta entre cerca
de 1.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de
cada PEG de cadeia ramificada esta entre cerca de 1.000 Da e cerca de 40.000 Da.
Em algumas modalidades, PEG esta entre cerca de 5.000 Da e cerca de 40.000 Da.
Em algumas modalidades, o peso molecular de cada cadeia do PEG de cadeia rami-
ficada esta entre cera de 5.000 Da e cerca de 20.000 Da. Uma ampla variedade de
moléculas PEG sao descritas em, incluindo mas nao limitado a, catalogo Shearwater
Polymers, Inc., catalogo Nektar Therapeutics, aqui incorporados por referéncia.
[00457]Geralmente, pelo menos um terminal da molécula PEG esta disponi-
vel para reacdo com o aminoacido nao naturalmente codificado. Por exemplo, deri-
vados PEG produzindo fragbes alquino e azida para reacdo com cadeias laterais
aminoacidos podem ser utilizadas para ligar Peg a aminoacidos ndo naturalmente
codificados como aqui descrito. Se os aminoacidos nao naturalmente codificados
compreendem uma azida, entdo o PEG tipicamente contera ou uma fragédo alquino
para efetuar a formagao do produto da cicloadi¢ao [3+2] ou uma espécie PEG ativa-
da (isto é, éster, carbonato), contendo um grupo fosfino para efetuar a formacao da
ligacdo amida. Alternativamente, se 0 aminoacido n&do naturalmente codificado com-
preende um alquino, entdo o PEG tipicamente contera uma fragao azida para efetuar
a formagao do produto da cicloadigdo Huisgen [3+2]. Se um aminoacido nao natu-
ralmente codificado compreende um grupo carbonila, o PEG tipicamente compreen-
dera um potente nucledfilo (incluindo, mas nao limitado a uma funcionalidade hidra-

zida, hidrazina, hidroxilamina ou semi-carbazida) a fim de efetuar a formagao de li-
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gacoes hidrazona, oxima e semi-carbazona, respectivamente. Em outras alternati-
vas, um reverso da orientacdo dos grupos reativos descritos acima pode ser utiliza-
dos, isto €, uma fragdo azida no aminoacido ndo naturalmente codificado pode ser
reagido com um PEG derivado contendo um alquino.

[00458]Em algumas modalidades, o variante polipeptideo FGF-21 com um
derivado PEG contém uma funcionalidade quimica que é reativa com uma funciona-
lidade quimica presente na cadeia lateral do aminoacido ndo naturalmente codifica-
do.

[00459]A invengao prové em algumas modalidades derivados polimero con-
tendo azida e acetileno compreendendo uma estrutura polimero soluvel em agua
tendo um peso molecular médio a partir de cerca de 800 Da a cerca de 100.000 Da.
A estrutura do polimero soluvel em agua pode ser poli(etileno glicol). Entretanto, de-
ve ser entendido que uma ampla variedade de polimeros soluveis em agua incluindo
mas nao limitado a poli(etileno)glicol e outros polimeros relacionados, incluindo po-
li(dextran) e poli(propileno glicol), sdo também adequados para uso na pratica da
invencao e que o uso do termo PEG ou poli(etileno glicol) é tencionado compreender
e inclui todas tais moléculas. O termo PEG inclui, mas nao é limitado a poli(etileno)
glicol em qualquer de suas formas, incluindo PEG bifuncional, PEG multi-armado,
PEG derivatizado, PEG dividido, PEG ramificado, PEG pendente (isto €, Peg ou po-
limeros relacionados tendo um ou mais grupos funcionais pendentes a uma estrutura
polimero), ou PEG com ligacdes degradaveis dos mesmos.

[00460]PEG ¢ tipicamente claro, incolor, inodoro, soluvel em agua, estavel
ao calor, inerte a muitos agentes quimicos, nao hidroliza ou deteriora, e é geralmen-
te ndo toxico. Poli(etileno glicol) é considerado ser biocompativel, que é para dizer
que PEG é capaz de coexistir com tecidos vivos ou organismo vivos sem causar da-
no. Mais especificamente, Peg é substancialmente ndo imunogénico, que é para di-
zer que PEG nao tende a produzir uma resposta imune no corpo. Quando ligado a
uma molécula tendo alguma fungao desejavel no corpo, tal como um agente biologi-

camente ativo, o PEG tende a mascarar o agente pode reduzir ou eliminar qualquer
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resposta imune assim um organismo pode tolerar a presenga do agente. PEG conju-
gado tende a n&o produzir uma resposta imune substancial ou causar coagulagéo ou
outros efeitos ndo desejaveis. PEG tendo a formula --CH2CH20--(CH2CH20)n --
CH2CH2--, onde n ¢é a partir de 3 a cerca de 4000, tipicamente de cerca de 20 a cer-
ca de 2000, é adequado para uso na presente invencdo. PEG tendo um peso mole-
cular de cerca de 800 Da a cerca de 100.000 Da sao em algumas modalidades da
presente invencgao particularmente uteis como a estrutura do polimero. O peso mole-
cular do PEG pode ser uma ampla variagao, incluindo, mas nao limitado a, entre
cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da ou mais. O peso molecular de PEG pode
ser entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da, incluindo mas nao limitado a,
100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da,
65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da,
30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000
Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da,
700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, e 100 Da. Em algumas modalida-
des, o peso molecular do PEG esta entre cerca de 100 Da e cerca de 50.000 Da. Em
algumas modalidades, o peso molecular de PEG esta entre cerca de 100 Da e cerca
de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de PEG esta entre cerca
de 1.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de
PEG esta entre cerca de 5.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades,
o peso molecular de Peg esta entre cerca de 10.000 Da e cerca de 40.000 Da.
[00461]A estrutura do polimero pode ser linear ou ramificada. Estruturas do
polimero ramificado s&o geralmente conhecidas na técnica. Tipicamente, um polime-
ro ramificado tem uma fragdo nucleo ramificado central e uma pluralidade de cadeias
polimero lineares ligadas ao nucleo ramificado central. PEG é comumente usado nas
formas ramificadas que podem ser preparadas por adigdo de 6xido de etileno para
varios polidis, tais como glicerol, oligdmeros glicerol, pentaeritritol e sorbitol. A fracdo
ramificada central pode também ser derivada a partir de varios aminoacidos, tal co-

mo lisina. O poli(etileno glicol) ramificado pode ser representado ne forma geral co-
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mo R(-PEG-OH)m em que R é derivado a partir de uma fragdo nucleo, tais como
glicerol, oligbmeros glicerol, ou pentaeritritol, e m representa o numero de bracos.
Moléculas PEG multi-bragos, tais como aquelas descritas na Pat. dos EUA Nos.
5.932.462; 5.643.575; 5.229.490; 4.289.872; Ped. de Pat. dos EUA 2003/0143596;
WO 96/21469; e WO 93/21259, cada uma das quais € aqui incorporada em sua tota-
lidade, pode também ser usada como estrutura do polimero.

[00462]PEG ramificado pode também ser na forma de um PEG dividido re-
presentado por PEG(-- YCHZ2)n, onde Y é um grupo ligante e Z é um grupo terminal
ativado ligado a CH por uma cadeia de atomos de comprimento definido.

[00463]Ainda outra forma ramificada, o PEG pendente, tem grupo reativos,
tal como carboxila, junto com a estrutura Peg ao invés de na terminagao de cadeias
PEG.

[00464]Em adigao dessas formas de PEG, o polimero pode também ser pre-
parado com ligagdes fracas ou degradaveis na estrutura. Por exemplo, PEG pode
ser preparado com ligagdes ésteres na estrutura polimero que sao sujeitas a hidroli-
se. Como mostrado abaixo, esta hidrélise resulta em clivagem do polimero em frag-

mentos de peso molecular inferior:

-PEG-CO;-PEG-+H,0 = PEG-CO,H+HO-PEG-

[00465]E entendido que os versados na técnica que o termo poli(etileno gli-
col) ou PEG representa ou inclui todas as formas conhecidas na técnica incluindo,
mas nao limitado aqueles revelados aqui.

[00466]Muitos outros polimeros sao também adequados para uso na presen-
te invencdo. Em algumas modalidades, estruturas polimeros que sao soluveis em
agua, com a partir de 2 a cerca de 300 terminagdes, sao particularmente uteis na
invengao. Exemplos de polimeros adequados incluem, mas nao sao limitados a, ou-
tro poli(alquileno glicol), tal como poli(propileno glicol) (“PPG”), copolimeros dos
mesmos (incluindo mas nao limitados a copolimeros de etileno glicol e propileno gli-
col), terpolimeros dos mesmo, misturas dos mesmos, e semelhantes. Embora o pe-

so molecular de cada cadeia da estrutura do polimero pode variar, € tipicamente em
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uma variagao de cerca de 800 Da a cerca de 100.00 Da, sempre a partir de 6.000
Da a cerca de 80.000 Da. O peso molecular de cada cadeia da estrutura do polimero
pode estar entre cerca de 100 Da e cerca de 100.000 Da, incluindo mas nao limitado
a 100.000 Da, incluindo mas nao limitado a, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da,
85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da,
50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da,
15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da,
3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da,
300 Da, 200 Da, e 100 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de cada ca-
deia da estrutura do polimero esta entre cerca de 100 Da e cerca de 50.000 Da. Em
algumas modalidades, o peso molecular de cada cadeia da estrutura do polimero
esta entre cerca de 100 Da e cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso
molecular de cada cadeia da estrutura do polimero esta entre cerca de 1.000 Da e
cerca de 40.000 Da. Em algumas modalidades, o peso molecular de cada cadeia da
estrutura do polimero esta entre cerca de 5.000 Da e cerca de 40.000 Da. Em algu-
mas modalidades, o peso molecular de cada cadeia da estrutura do polimero esta
entre cerca de 10.000 Da e cerca de 40.000 Da.

[00467]Aqueles versados na técnica reconhecerdao que a lista acima para
substancialmente estrutura soluveis em agua € por nenhum meio exaustivo e € me-
ramente ilustrativa, e todos os materiais poliméricos tendo as qualidades descritas
acima sao contemplados como sendo adequados para uso na presente invencgao.

[00468]Em algumas modalidades da presente invengao os derivados de po-
limeros sao “multi-funcionais”, significando que e estrutura do polimero tem pelo me-
nos duas terminagdes, e possivelmente como muitos com cerca de 300 terminagdes,
funcionalizados ou ativados com um grupo funcional. Derivados de polimeros multi-
funcionais incluem, mas nao sao limitados a, polimeros lineares tendo duas termina-
¢bes, cada terminacao sendo ligada a um grupo funcional que pode ser o mesmo ou
diferente.

[00469]Em uma modalidade, o derivado do polimero tem a estrutura:
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X—A—POLY— B—N=N=N

Em que:

N=N=N é uma fragao azida;

B é uma fragdo ligante, que pode estar presente ou ausente;

POLI é um polimero n&o antigénico soluvel em agua;

A é uma fragao ligante, que pode estar presente ou ausente e que pode ser
a mesma como B ou diferente; e

X é um segundo grupo funcional.

[00470]Exemplos de uma fracdo ligante para A e B incluem, mas n&o séo li-
mitados a um grupo alquila multiplamente funcionalizado contendo até 18, e pode
conter entre 1-10 atomos de carbono. Um heteroatomo tais como nitrogénio, oxigé-
nio ou enxofre podem ser incluidos com uma cadeia alquila. A cadeia alquila pode
também ser ramificada em um heteroatomo. Outros exemplos de uma fragao ligante
para A e B incluem, mas nado sao limitados a uma multiplicidade do grupo arila funci-
onalizada, contendo até 10 e pode conter de 5-6 atomos de carbono. O grupo arila
pode ser substituido com um ou mais atomos de carbono, nitrogénio, oxigénio ou
enxofre. Outros exemplos de grupos ligantes adequados incluem aqueles grupos
ligantes descritos na Pat. dos EUA Nos. 5.932.462; 5.643.575; e Publicacédo do Ped.
de Pat. dos EUA 2003/0143596, cada um dos quais é aqui incorporado por referén-
cia. Aqueles versados na técnica reconhecerdo que a lista acima para ligagbes de
fragbes ndo é por meio exaustiva e € meramente ilustrativa, e que todas as fragdes
tendo as qualidades descritas acima sao contempladas para serem adequada para
uso na presente invengao.

[00471]Exemplos de grupos funcionais adequados para uso como X inclu-
em, mas néo sao limitados a hidroxila, hidroxila protegida, alcoxila, éster ativo, tais
como N-hidroxisuccinimidil ésteres e 1-benzotriazolil ésteres, carbonato ativo, tais
como N-hidroxisuccinimidil carbonatos e 1-benzotriazolil carbonatos, acetal, aldeido,
hidratos aldeidos, alquenila, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona ativa, amina,

aminooxi, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, tiol protegido, acido car-
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boxilico, acido carboxilico protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfo-
na, ditiopiridina, vinilpiridina, iodoacetamida, epoxido, glioxais, dionas, mesilatos,
tosilatos, tresilato, alqueno, cetona, e azida. Como é entendido pelos versados na
técnica, a fracdo X selecionada deve ser compativel com o grupo azida de forma que
a reacao com o grupo azida nao ocorre. Os derivados de polimero contendo azida
podem ser homobifuncionais, significando que o segundo grupo funcional (isto &, X)
€ também uma fragao azida, ou heterobifuncional, significando que o segundo grupo
funcional € um grupo funcional diferente.

[00472]0O termo “protegido” refere-se a presenca de um grupo ou fragéao pro-
tetora que previne a reagcao do grupo funcional quimicamente reativo sob certas
condigdes de reacado. O grupo protetor variara dependendo do tipo do grupo quimi-
camente reativo sendo protegido. Por exemplo, se o grupo quimicamente reativo &
uma amina ou uma hidrazida, o grupo protetor pode ser selecionado a partir do gru-
po de terc-butiloxicarbonila (t-Boc) e 9-fluorfenilmetoxicarbonila (Fmoc). Se o grupo
quimicamente reativo € um tiol, o grupo protetor pode ser ortopiridildissulfeto. Se o
grupo quimicamente reativo € um acido carboxilico, tais acidos butandicos ou pro-
pidbnico, ou um grupo hidroxila, o grupo protetor pode ser grupo benzila ou alquila
tais como metila, etila, ou terc-butila. Outros grupos protetores conhecidos na técnica
podem também ser usados na presente invengao.

[00473]Exemplos especificos de grupos funcionais terminais na literatura in-
cluem, mas nao sao limitados a, carbonato de N-succinimidila (ver, por exemplo, Pat.
dos EUA Nos. 5.281.698, 5.468.478), amina (ver, por exemplo, Buckmann et al, Ma-
kromol. Chem. 182:1379 (1981), Zalipsky et al. Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)), hi-
drazida (Ver, por exemplo, Andresz et al, Makromol. Chem 179:301 (1978)), propio-
nato de succinimidila e butanoato de succinimidila (ver, por exemplo, Olson et al, em
Poli(etileno glicol) Chemistry & Biological Apllications, pp 170-181, Harris & Zalipsky
Eds., ACS, Washington, D.C., 1997; ver, também Pat. dos EUA No. 5.672.662), suc-
cinato de succinimidila (ver, por exemplo, Abuchowski et al, Cancer Biochem. Bi-

ophys. 7:175 (1984) e Joppich et al, Makromol. Chem. 180:1381 (1979), succinimidil
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éster (ver, por exemplo, Pat. dos EUA No. 4.670.417), carbonato de benotriazol (ver,
por exemplo, Pat. dos EUA No. 5.650.234), glicidil éter (ver, por exemplo, Pitha et al.
Eur. J. Biochem. 94:11 (1979), Elling, et al, Biotech. Appl. Biochem. 13:354 (1991),
aldeido (ver, por exemplo, Harris et al, J. Polym. Sci. Chem. Ed 22:341 (1984), Pat.
Dos EUA No. 5.824.784, Pat. dos EUA No. 5.252.714), maleimida (ver, por exemplo,
Goodson et al, Biotechnology (NI) 8:343 (1990), Romani et al, em Chemistry of Pep-
tides and Proteins 2:29 (1984)), e Kogan, Synthetic Comm. 22:2417 (1992)), otopiri-
dil-dissulfeto (ver, por exemplo, Woghiren, et al, Bioconj. Chem. 4:314 (1993)), acrilol
(ver, por exemplo, Sawhney et al, Macromolecules, 26:581 (1993)), vinilsulfona (ver,
por exemplo, Pat. dos EUA No. 5.900.461). Todas as referéncias e patentes acima
sdo incorporadas aqui por referéncia.

[00474]Em certas modalidades da presente invengao, os derivados de poli-
meros da invengdo compreendem uma estrutura do polimero tendo a estrutura:

X—CH,CH;0--(CH,CH;0), --CH2CH2 -N=N=N

Em que:

X é um grupo funcional como descrito acima; e

n é cerca de 20 a cerca de 4000.

[00475]Em outra modalidade, os derivados polimeros da invengado compre-

endem uma estrutura polimero tendo a estrutura:

X—CH;CH;O--(Cl‘IzCHgO)n --CH;CH; - O-(CHQ)M-W-N=N=N

Em que:

W é uma fracdo ligante alifatica ou aromatica compreendendo entre 1-10
atomos de carbono;

n é cerca de 20 a cerca de 4000; e

X é um grupo funcional como descrito acima. M esta entre 1 e 10.

[00476]0s derivados PEG contendo azida da invengao podem ser prepara-
dos por uma variedade de métodos conhecidos na técnica e/ou aqui revelados. Em
um método, mostrado abaixo, uma estrutura de polimero soluvel em agua tendo um

peso molecular médio de cerca de 800 Da a cerca de 100.00 Da, a estrutura do po-
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limero tendo uma primeira ligacao terminal a um primeiro grupo funcional e uma se-
gunda ligacao terminal a um grupo de saida adequado, é reagido com um anion azi-
da (que pode ser pareado com qualquer de um numero de contra-ions adequados,
incluindo sdédio, potassio, terc-butilaménio e semelhantes). O grupo de saida passa
por substituicdo e é substituida pela fragao azida, fornecendo o polimero PEG con-

tendo azida desejado.

X-PEG-L + N3” 2 X-PEG- N3

[00477]Como mostrado, uma estrutura de polimero adequada para uso na
presente invengao tem uma formula X-PEG-L, em que PEG é poli(etileno glicol) e X
€ um grupo funcional que ndo reage com grupos azida e L € um grupo de saida
adequado. Exemplos de grupos funcionais adequados incluem, mas nao s&o limita-
dos a hidroxila, hidroxila protegida, acetal, alquenila, amina, aminodxi, amina prote-
gida, hidrazida protegida, tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico protegi-
do, maleimida, ditiopiridina, e vinilpiridina e cetona. Exemplos de grupos de saida
adequados incluem, mas nao sio limitados a cloreto, brometo, iodeto, mesilato, tre-
silato e tosilato.

[00478]Em outro método para preparacao dos derivados de polimero con-
tendo azida da presente invengdo, um agente ligador produzindo uma funcionalidade
azida é contactado com uma estrutura polimero soluvel em agua tendo um peso mo-
lecular médio de cerca de 800 Da a cerca de 100.000 Da, em que o agente ligador
produz uma funcionalidade quimica que reagira seletivamente com uma funcionali-
dade quimica no polimero PEG, para formar um produto derivado do polimero con-
tendo azida em que a azida € separada a partir da estrutura polimero por um grupo
ligante.

[00479]Um esquema de reacao exemplar € mostrado abaixo:
X-PEG-M + N-ligante-N=N=N — PG-X-PEG-ligante-N=N=N

Em que:
PEG é poli(etileno glicol) e X € um grupo revestimento tal como alcéxi ou um
grupo funcional como descrito acima; e

M é um grupo funcional que nao é reativo com a funcionalidade azida, mas
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que reagira eficientemente e seletivamente como grupo funcional N.

[00480]Exemplos de grupos funcionais adequados incluem, mas n&o sao li-
mitados a, M sendo um acido carboxilico, carbonato ou éster ativo se N € uma ami-
na; M sendo uma cetona se N é uma hidrazida ou fragcdo aminooxi; M sendo um gru-
po de saida se N € um nucledfilo.

[00481]Purificacdo do produto bruto pode ser realizada por métodos conhe-
cidos incluindo, mas nao sao limitada, precipitagdo do produto seguido por cromato-
grafia, se necessario.

[00482]Um exemplo mais especifico € mostrado abaixo no caso do PEG di-
amina, em que uma das aminas é protegido por uma fragdo do grupo protetor tal
como terc-butil-Boc e a diamina PEG mono-protegida resultante é reagida com uma

fracéo ligante que produz a funcionalidade azida:

BocHN-PEG-NH, + HO,C~(CH,);-N=N=N

[00483]Nestes exemplos, o grupo amina pode ser acoplado ao grupo acido
carboxilico usando uma variedade de agentes ativadoras tais como cloreto de tionila
ou reagentes carbodiimida e N-hidroxisuccinimida ou N-hidroxibenzotriazol para criar
uma ligagdo amida entre o derivado PEG monoamina e a frag&o ligante produzindo
azida. Apés a formagéao bem sucedida da ligagdo amida, o derivado contendo N-terc-
butil-Boc-protegido resultante pode ser usado diretamente para modificar moléculas
bioativas ou ele pode ser ainda elaborada para instalar outros grupos funcionais. Por
exemplo, o grupo N-t-Boc pode ser hidrolizado por tratamento com acido forte para
gerar um omega-amino-PEG-azida. A amina resultante pode ser utilizada como um
gancho para instalar outra funcionalidade util tais como grupos maleimida, dissulfe-
tos ativados, ésteres ativados e semelhantes para criagdo de reagentes heterobifun-
cionais valiosos.

[00484]Derivados heterobifuncionais sdo particularmente uteis quando eles
sdo desejados para ligar diferentes moléculas a cada terminagdo do polimero. Por
exemplo, o PEG omega-N-amino-N-azido pode permitir a ligagdo de uma molécula

tendo um grupo eletrofilico ativado, tais como aldeido, cetona, éster ativado, carbo-
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nato ativado e semelhantes, para uma terminacéo do PEG e uma molécula tendo um
grupo acetileno a outras terminagdes do PEG.

[00485]Em outra modalidade da invengao, o derivado de polimero tem a es-
trutura:

X-A-POLI-B-C=C-R

Em que: R pode ser ou H ou um grupo alquila, alqueno, alcéxi, ou arila ou
arila substituida;

B é uma fracao ligante, que pode estar presente ou ausente;

POLI é um polimero nao antigénico soluvel em agua;

A é uma fragao ligante, que pode estar presente ou ausente e que pode ser
0 mesmo como B ou diferente; e

X é um segundo grupo funcional.

[00486]Exemplos de uma fragao ligante para A e B incluem, mas sdo néao
sao limitados a, um grupo alquila multiplamente-funcionalizada contendo até 18, e
podem conter entre 1-10 atomos de carbono. Um heteroatomo tais como nitrogénio,
oxigénio ou enxofre pode estar incluido com uma cadeia alquila. A cadeia alquila
pode também ser ramificada em um heteroatomo. Outros exemplos de uma fragao
ligante para A e B incluem, mas n&o sao limitados a um grupo arila funcionalizado,
contendo até 10 e pode conter 5-6 atomos de carbono. O grupo arila pode ser subs-
tituido com um ou mais atomos de carbono, nitrogénio, oxigénio ou enxofre. Outros
exemplos de grupos ligantes adequados incluem aqueles grupos ligantes descritos
na Pat. dos EUA Nos. 5.932.462 e 5.643.575 e Pub. Do Ped. de Pat. dos EUA
2003/0143596, cada uma das quais € aqui incorporada por referéncia. Aqueles ver-
sados na técnica reconhecerao que a lista antecedente para fragbes ligantes nao é
por meio exaustivo e € tencionado ser meramente ilustrativo, e que uma ampla vari-
edade de fragdes ligantes tendo as qualidades descritas acima sao contempladas
ser uteis na presente invencao.

[00487]Exemplos de grupos funcionais adequados para uso como X incluem

hidroxila, hidroxila protegida, alcoxila, éster ativo, tais como N-hidroxisuccinimidil és-
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ter e 1-benzotriazolil éster, carbonato ativo, tais como N-hidroxisuccinimidil carbona-
to e 1-benzotriazol carbonato, acetal, aldeido, aldeido hidrato, alquenila, acrilato,
metacrilato, acrilamida, sulfona ativa, amina, amionodxi, amina protegida, hidrazida,
hidrazida protegida, tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico protegido, iso-
cianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, iodoacetami-
da, epoxido, glioxais, dionas, mesilatos, tosilatos, e tresilato, alqueno, cetona e aceti-
leno. Como pode ser entendido, a fragdo X selecionada deve ser compativel com o
grupo acetileno de forma que a reagdo com o grupo acetileno n&o ocorre. Os deriva-
dos de polimero contendo acetileno podem ser homobifuncionais, significando que o
segundo grupo funcional (isto &, X) é também uma fracdo acetileno, ou heterobifun-
cional, significando que o segundo grupo funcional € um grupo funcional diferente.
[00488]Em outra modalidade da presente invengao, os derivados polimeros

compreendem uma estrutura polimero tendo a estrutura:

X—CH,CH,0--(CH>,CH;0), --CH,CH; — O-(CH;)m-C=CH

Em que:

X é um grupo funcional como descrito acima;

n é cerca 20 a cerca de 4000; e

m esta entre 1 e 10.

[00489]Exemplos especificos de cada um dos polimeros PEG heterobifunci-
onais sao conhecidos abaixo.

[00490]0s derivados PEG contendo acetileno da invencdo podem ser prepa-
rados usando métodos conhecidos pelos versados na técnica e/ou revelados aqui.
Em um método, uma estrutura polimero soluvel em agua tendo um peso molecular
médio a partir de cerca de 800 Da a cerca de 100.000 Da, a estrutura polimero ten-
do um primeiro terminal ligado a um primeiro grupo funcional e um segundo terminal
ligado a um grupo nucleofilico adequado, é reagido com um composto que produz
ambos, uma funcionalidade acetileno e um grupo de saida que € adequado para re-
agao com o grupo nucleofilico no PEG. Quando o polimero PEG produzindo a fragéo

nucleofilica e a molécula produzindo o grupo de saida sdo combinados, o grupo de
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saida passar por uma substituigdo nucleofilica e € substituido pela fragdo nucleofi-

lica, fornecendo o polimero contendo o acetileno desejado.

X-PEG-Nu + L-A-C = X-PEG-Nu-A-C=CR’

[00491]Como mostrado, uma estrutura de polimero preferida para uso na re-
acao tem a formula X-PEG-Nu, em que PEG é poli(etileno glicol), Nu € uma fragéo
nucleofilica e X € um grupo funcional que nao reage com Nu, | ou a funcionalidade
acetileno.

[00492]Exemplos de Nu incluem, mas nao sao limitados a grupos amina,
alcoxi, ariloxi, sulfidrila, imino, carboxilato, hidrazida, amindéxi que podem reagir pri-
mariamente através de um mecanismo do tipo SN2. Exemplos adicionais de grupos
Nu incluem aqueles grupos funcionais que podem reagir primariamente através de
uma reagao de adicdo nucleofilica. Exemplos de grupos L incluem cloreto, brometo,
iodeto, mesilato, tresilato, e tosilato e outros grupos esperados a passar por substi-
tuicdo nucleofilica bem como cetonas, aldeidos, tioesteres, olefinas, grupos carboni-
las n&o saturadas alfa-beta, carbonatos e outros grupos eletrofilicos esperados pas-
sar por adicdo por nucledfilos.

[00493]Em outra modalidade da presente invengao, A é um ligante alifatico
de entre 1-10 atomos de carbono ou um anel arila substituida de entre 6-14 atomos
de carbono. X € um grupo funcional que nao reage com grupo azida e L é um grupo
de saida adequado.

[00494]Em outro método para preparagao dos derivados do polimero con-
tendo acetileno da inveng¢ao, um polimero PEG tendo um peso molecular médio de
cerca de 800 Da a cerca de 100.00 Da, produzindo ou um grupo funcional protegido
ou um agente de revestimento em um terminal e um grupo de saida adequado em
outras terminagdes conectadas por um anion acetileno.

[00495]Um esquema de reagao exemplar € mostrado abaixo:

X-PEG-L + -C=CR’ = X-PEG-C=CR’

Em que:
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PEG é poli(etileno glicol) e X € um grupo re revestimento tal como alcéxi ou
um grupo funcional como descrito acima; e

R’ é ou grupo alquila, alcoxi, arila, ou ariloxi ou um grupo alquila substituida,
alcoxila, arila ou ariloxi.

[00496]No exemplo acima, o grupo de saida L deve ser suficientemente rea-
tivo ao passar por substituicdo do tipo SN2 quando em contato com uma concentra-
¢ao suficiente do anion acetileno. As condi¢des de reagao requeridas para realizar a
substituicdo SN2 dos grupos de saida por anions acetileno sdo conhecidos pelos
versados na técnica.

[00497]Purificagdao do produto bruto pode usualmente ser realizada pelos
meétodos conhecidos na técnica incluindo, mas nao sao limitados a precipitagcdo do
produto seguido por cromatografia, se necessario.

[00498]Polimeros soluveis em agua podem ser ligados a polipeptideos FGF-
21 da invencdo. Os polimeros soluveis em agua podem ser ligados através de um
aminoacido nao naturalmente codificados incorporados no polipeptideo FGF-21 ou
qualquer grupo funcional ou substituinte de um aminoacido n&ao naturalmente ou na-
turalmente codificado, ou qualquer grupo funcional ou substituinte adicionado a um
aminoacido ndo naturalmente ou naturalmente codificado. Alternativamente, os po-
limeros soluveis em agua séao ligados a um polipeptideo FGF-21 incorporando um
aminoacido ndo naturalmente codificado através de um aminoacido de ocorréncia
nao natural (incluindo, mas nao limitado a, grupo cisteina, lisina ou amina do residuo
N-terminal). Em alguns casos, os polipeptideo FGF-21 da invengdo compreendem 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 aminoacidos ndao naturais, em que um ou mais aminoacidos
nao naturalmente codificados sao ligados a polimeros soluveis em agua (incluindo,
mas nao limitados a PEG e/ou oligossacarideos). Em alguns casos, os polipeptideos
FGF-21 da invengao ainda compreendem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoa-
cidos naturalmente codificados ligados a polimeros soluveis em agua. Em alguns
casos, os polipeptideos FGF-21 da invengcdo compreendem um ou mais aminoaci-

dos nao naturalmente codificados ligados a polimeros sollUveis em agua e um ou
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mais aminoacidos de ocorréncia natural ligados a polimeros soluveis em agua. Em
algumas modalidades, os polimeros soluveis em agua usados na presente invengao
aumentam a meia vida sérica do polipeptideo FGF-21 relativo a forma nao conjuga-
da.

[00499]0O numero de polimeros soluveis de agua ligados a um polipeptideo
FGF-21 (isto é, a extensao de PEGilagao ou glicosilagdo) da presente invencéo pode
ser ajustado para prover uma caracteristica farmacoldgica, farmacocinética ou far-
macodinamico (incluindo, mas nao limitado a aumentado ou diminuido) alterado tal
como meia vida in vivo. Em algumas modalidades, a meia vida do FGF-21 é aumen-
tada pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 porcento, 2-vezes, 5-
vezes, 6-vezes, 7-vezes, 8-vezes, 9-vezes, 10-vezes, 11-vezes, 12-vezes, 13-vezes,
14-vezes, 15-vezes, 16-vezes, 17-vezes, 18-vezes, 19-vezes, 20-vezes, 25-vezes,
30-vezes, 35-vezes, 40-vezes, 50-vezes, ou pelo menos cerca de 100-vezes ao lon-
go de um polipeptideo ndo modificado.

[00500]Derivados PEG contendo um grupo nucleofilico forte (isto €, hidrazi-
da, hidrazina, hidroxilamina ou semi-carbazida).

[00501]Em uma modalidade da presente inveng¢ao, um polipeptideo FGF-21
compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado contendo carbonila é
modificado com um derivado PEG que contém uma fracdo hidrazina, hidroxilamina,
hidrazida ou semi-carbazida terminal que esta ligado diretamente a estrutura PEG.

[00502]Em algumas modalidades, oderivado PEG hidroxilamina-terminal tera

a estrutura:

RO-(CH,CH;0)5-O-(CH;)m-0O-NH;,

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
1.000 (isto €, peso molecular médio esta entre 5-40 kDa).
[00503]Em algumas modalidades, o derivado PEG contendo hidrazina ou hi-

drazida tera a estrutura:

RO-(CH,CH;0),-O-(CHz)u-X-NH-NH;

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
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1.000 e X é opcionalmente um grupo carbonila (C=0) que pode estar presente ou
ausente.
[00504]Em algumas modalidades, o derivado PEG contendo semi-carbazida

tera a estrutura:

RO-(CH,CH,0), -O-(CHz)--NH-C(O)-NH-NI,

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
1.000.

[00505]Em outra modalidade da invencéo, um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido contendo carbonila € modificado com um derivado PEG
que contém uma fracdo hidroxilamina, hidrazida, hidrazina ou semi-carbanazida ter-
minal que esta ligada a estrutura PEG por meio de uma ligagdo amida.

[00506]Em algumas modalidades, os derivados PEG hidroxilamina-terminal

tém a estrutura:

RO-(CH,CH,0),-O-(CHy),-NH-C(O)(CHz)m-O-NH;

onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n é 100-
1.000 (isto €, peso molecular médio esta entre 5-40 kDa).

[00507]Em algumas modalidades, os derivados PEG contendo hidrazina ou
hidrazida tém a estrutura:

RO-(CH,CH;0)5-O-(CHa),-NH-C(O)(CHa)m-X-NH-NH,

onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10, n € 100-
1.000 e X é opcionalmente um grupo carbonila (C=0) que pode estar presente ou
ausente.

[00508]Em algumas modalidades, derivados PEG contendo semi-carbazida

tém a estrutura:

RO-(CH,CH;0),-O-(CH2),-NH-C(O)(CHz)n-NH-C(O)-NH-NH>

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
1.000.

[00509]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 compre-
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endendo um aminoacido contendo carbonila € modificado com um derivado PEG
ramificado que contém uma fracdo hidrazina, hidroxilamina, hidrazina ou semi-
carbazida terminal, com cada cadeia do PEG ramificado tendo um PM variando a
partir de 10-40 kDa e, pode ser a partir de 5-20 kDa.

[00510]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido ndo naturalmente codificado € modificado com um derivado
PEG tendo uma estrutura ramificada. Por exemplo, em algumas modalidades, o de-

rivado PEG terminal hidrazina ou hidrazida tera a seguinte estrutura:

[RO-(CH,CH;0)y-O-(CHa),-NH-C(0)],CH(CH3)m-X-NH-NH,

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m & 2-10 e n € 100-
1.000, e X & opcionalmente um grupo carbonila (C=0) que pode estar presente ou
ausente.

[00511]Em algumas modalidades, os derivados PEG contendo um grupo
semi-carbazida ter&do a estrutura:
[RO-(CH,CH,0),-0-(CH,),-C(0)-NH-CH,-CH;],CH-X-(CH;)m-NH-C(O)-NH-NH;

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), X é opcionalmente
NH, O, S, C(O) ou nao presente, m € 2-10 e n é 100-1.000.

[00512]Em algumas modalidades, derivados PEG contendo um grupo hidro-

xilamina terdo a estrutura:

[RO-(CH>CH,0),-O-(CH,),-C(0)-NH-CH,-CH,],CH-X~(CH;)m-O-NH,

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), X é opcionalmente
NH, O, S, C(O) ou nao presente, m € 2-10 e n é 100-1.000.

[00513]O grau e sitios em que o(s) polimero(s) soluvel(s) em agua é(sao) li-
gados ao polipeptideo FGF-21 pode modular a ligagao do polipeptideo FGF-21 para
o receptor polipeptidico FGF-21. Em algumas modalidades, as ligacbes sao arranja-
das tal que o polipeptideo FGF-21 se liga ao receptor de polipeptideo FGF-21 com
um Kd de cerca de 400 nM ou menor, com um Kd de 150 nM ou menor, e em alguns
casos com um Kd de 100 nM ou menos, como medido por um ensaio de ligagdo em

equilibrio, tal como descrito em Spencer et al, J. Biol. Chem. 263:7862-7867 (1988)
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para FGF-21.

[00514]Métodos e quimica para ativagao de polimeros bem como para con-
jugacao de peptideos sao descritos na literatura e sdo conhecidos na técnica. Méto-
dos comumente usados para ativagao de polimeros incluem, mas nido sao limitados
a ativagcao de grupos funcionais com brometo de cianogénio, periodato, glutaraldei-
do, biopdxidos, epicloroidrina, divinilsulfona, carbodiimida, haletos sulfonila, tricloro-
triazina etc (ver, R.F. Taylor (1991), PROTEIN IMMOBILISATION FUNDAMENTAL
AND APPLICATIONS, Marcel Dekker, N.Il; S.S. Wong (1992), CHEMISTRY OF
PROTEIN CONJUGATION AND CROSSLINKING, CRC Press, Boca Raton; G.T.
Hermanson et al (1993), IMMOBILIZED AFFINITY LIGAND TECHNIQUES, Acade-
mic Press, N.I.; Dunn, R.L. et al, Eds. POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY
SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical Society, Washing-
ton, D.C. 1991).

[00515]Varias revises e monografias na funcionalizagdo e conjugagao de
PEG sao disponiveis. Ver, por exemplo, Harris, Macromol. Chem. Phys. C25:325-
373 (1985); Scouten, Methods in Enzymology 135:30-65 (1987); Wong et al, Enzyme
Microb. Technol. 14: 866-874 (1992); Delgado et al, Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems 9:249-304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6:150-165
(1995).

[00516]Métodos para ativagao de polimeros podem também ser encontrados
em WO 94/17039, Pat. dos EUA No. 5.324.844, WO 94/ 18247, WO 94/04193, Pat.
dos EUA No. 5.219.564, Pat. dos EUA No. 5.122. 614, WO 90/13540, Pat. dos EUA
No. 5.281.698, e WO 93/15189, e para conjugacao entre polimeros ativados e enzi-
mas incluindo, mas nao limitados a Fator de Coagulagao VIII (WO 94/15625), hemo-
globina (WO 94/09027), molécula carreadora de oxigénio (Pat. dos EUA No.
4.412.989), ribonuclease e superéxido dismutase (Veronese et al, App. Biochem.
Biotech. 11:141-52 (1985)). Todas as referéncias e patentes citadas aqui.

[00517]PEGilacéao (isto é, adigdo de qualquer polimero soluvel em agua) de

polipeptideos FGF-21 contendo um aminoacido nao naturalmente codificado, tal co-
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mo p-azido-L-fenilalanina, é realizada por qualquer método conveniente. Por exem-
plo, polipeptideo FGF-21 é PEGilado com um derivado mPEG terminado com alqui-
no. Brevemente, um excesso de sdélido mPEG (5000)-O-CH2-C=CH é adicionado,
com agitacdo, a uma solugédo aquosa de p-azido-L-Phe-contendo polipeptideo FGF-
21 em temperatura ambiente. Tipicamente a solu¢gédo aquosa € tamponada com um
tampao tendo um pKa perto do pH em que a reacgao € para ser realizada (geralmen-
te cerca de pH 4-10). Exemplos de tampdes adequados para PEGilagdo em pH 7.5,
por exemplo, incluem, mas nao sao limitados a HEPES, fosfato, borato, TRIS-HCI,
EPPS, e TES. O pH é continuamente monitorado e ajustado se necessario. A reagao
e tipicamente permitida continuar por entre cerca de 1-48 horas.

[00518]0s produtos de reacdo sao subsequentemente sujeitos a cromato-
grafia de interacdo hidrofdbica para separar os variantes do polipeptideo FGF-21
PEGilado a partir de mPEG(5000)-O-CH2-C=CH livre e qualquer complexo de alto
peso molecular do polipeptideo FGF-21 PEGilado que pode formar quando PEG nao
bloqueado € ativado em ambas as terminagdes da molécula, assim ligando cruza-
damente moléculas variantes de polipeptideo FGF-21. As condigdes durante a cro-
matografia de interacdo hidrofébica € tal que mPEG(5000)-O-CH2-C=CH livre flui
através da coluna, enquanto qualquer complexo variante de polipeptideo FGF-21
PEGilado elui apos as formas desejadas, que contém uma molécula variante de po-
lipeptideo FGF-21 conjugado a um ou mais grupos PEG. Condi¢cdes adequadas va-
riam dependendo dos tamanhos relativos dos complexos ligados cruzadamente ver-
sus o conjugado desejado e sao facilmente determinados pelos versados na técnica.
O eluente contendo os conjugados desejados € concentrado pode ultrafiltracdo e
dessalinizado por diafiltragao.

[00519]Se necessario, o polipeptideo FGF-21 PEGilado obtido a partir de
cromatografia hidrofébica pode ser purificada ainda por um ou mais procedimentos
conhecidos pelos versados na técnica incluindo, mas nao limitados a, cromatografia
de afinidade, cromatografia anidénica ou catiénica (usando, incluindo mas nao limita-

do a DEAE SEPHAROSE); cromatografia em silica; HPLC de fase reversa; gel filtra-
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¢ao (usando, incluindo mas nao limitado a SEPHADEX G-75); interagao de interacao
hidrofdbica; cromatografia de exclusdo por tamanho, cromatografia de quelagcao por
metal, ultrafiltracdo/diafiltracdo, precipitagdo por etanol; precipitacdo por sulfato de
amoénio; cromatofoco; cromatografia de substituicdo; procedimentos eletroforéticos
(incluindo mas nao limitado a foco isoelétrico preparativo), solubilidade diferencial
(incluindo mas néo limitado a precipitagao por sulfato de amonio) ou extragdo. Peso
molecular aparente pode ser estimado por GPC por comparagao a padrdes de prote-
inas globulares (Preneta, AZ em PROTEIN PURIFICATION METHODS, A
PRACTICAL APPROACH (Harris & Angal, Eds.) IRL Press 1989, 293-306). A pureza
do conjugado FGF-21-PEG pode ser acessada por degradagao proteolitica (incluin-
do, mas nao limitada a clivagem de tripsina) seguido por analise de espectrometria
de massa. Pepinsky RB, et al, J. Pharmacol. & Exp. Ther. 297(3):1059-66 (2001).

[00520]Um polimero soluvel em agua ligado a um aminoacido de um poli-
peptideo FGF-21 da invencao pode ser ainda derivado ou substituido sem limitacao.

Derivados PEG contendo azida

[00521]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 é modifi-
cado com um derivado PEG que contém uma fragao azida que reagira com uma fra-
¢ao alquino presente na cadeia lateral do aminoacido n&o naturalmente codificado.
Em geral, os derivados PEG terdo um peso molecular médio variando de 1-100 kDa
e, em algumas modalidades, a partir de 10-40 kDa.

[00522]Em algumas modalidades, o derivado PEG com azida terminal tera a

estrutura:

RO-(CH;CH,0)y-0-(CHy)m-N;

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
1.000 (isto €, peso molecular médio esta entre 5-40 kDa).
[00523]Em outra modalidade, o derivado PEG terminado em azida tera a es-

trutura:

RO-(CH,CH0), ~O-(CH,)m-NH-C(O)~(CH,),-N;
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Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10,p € 2-10 e
n & 100-1.000 (isto é, peso molecular médio esta entre 5-40 kDa).

[00524]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido contendo alquino é modificado com um derivado PEG rami-
ficado que contém uma fragcdo terminal azida, que cada cadeia do PEG ramificado
tendo um PM variando de 10-40 kDa e pode ser a partir de 5-20 kDa. Por exemplo,
em algumas modalidades, o derivado PEG terminado com azida tera a seguinte es-

trutura:

[RO-(CH2CH20)5-0-(CH2),-NH-C(O)[2CH(CH2)m-X-(CHa)pN3

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10, p € 2-10,
e n € 100-1.000, e X é opcionalmente um O, N, S ou grupo carbonila (C=0), em ca-
da caso que pode estar presente ou ausente.

Derivados PEG contendo alquino

[00525]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 é modifi-
cado com um derivado PEG que contém uma fragdo alquino que reagira com uma
fragdo azida presente na cadeia lateral do aminoacido n&o naturalmente codificado.

[00526]Em algumas modalidades, o derivado PEG terminado em alquino te-

ra a seguinte estrutura:

RO-(CH,CH30),-0~(CHy)m-C=CH

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10 e n € 100-
1.000 (isto €, peso molecular médio esta entre 5-40 kDa).

[00527]Em outra modalidade da invencéo, um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido nao naturalmente codificado contendo alquino € modificado
com um derivado PEG que contém um terminal azida ou fragao terminal alquino que
esta ligado a estrutura PEG por meio de uma ligagdo amida.

[00528]Em algumas modalidades, o derivado PEG terminado em alquino te-

ra a seguinte estrutura:

RO-(CH2CH,0), -O-(CHz)n-NH-C(0)-(CH,),-C=CH
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Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10,p € 2-10 e
n & 100-1.000.

[00529]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido contendo azida é modificado com um derivado PEG ramifi-
cado que contém uma fragao alquino terminal, com cada cadeia do PEG ramificado
tendo um PM variando de 10-40 kDa e pode ser de 5-20 kDa. Por exemplo, em al-
gumas modalidades, o derivado PEG terminado em alquino tera a seguinte estrutu-
ra:

[RO-(CH;CH;0),-0-(CHz)2-NH-C(0);CH(CHz)m-X-(CHy), C=CH

Onde R é uma alquila simples (metila, etila, propila etc), m é 2-10, p é 2-10,
e n & 100-1.000, e X é opcionalmente um grupo O, N, S ou carbonila (C=0), ou néo
presente.

Derivados PEG contendo fosfino

[00530]Em outra modalidade da invengao, um polipeptideo FGF-21 é modifi-
cado com um derivado PEG que contém um grupo funcional ativado (incluindo, mas
nao limitado a éster, carbonato) ainda compreendendo um grupo aril fosfino que re-
agira com uma fragdo azida presente na cadeia lateral do aminoacido nao natural-
mente codificado. Em geral, os derivados PEG tera um peso molecular médio vari-
ando de 1-100 kDa e, em algumas modalidades a partir de 10-40 kDa.

[00531]Em algumas modalidades, o derivado PEG tera a estrutura:

S _X.
Ph,P(H,C);” T W
0

Em que n é 1-10; X pode ser O, N, S ou nao presente, Ph é fenila, e W é um
polimero soluvel em agua.

[00532]Em algumas modalidades, o derivado PEG tera a estrutura:

O X<
R:—H\ ll/w

Z pp,
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[00533]Em que X pode ser O, N, S ou nao presente, Ph é fenila, W € um po-
limero soluvel em agua e R pode ser grupos H, alquila, arila, alquila substituida e
arila substituida. Grupos R exemplares incluem mas nao sao limitados a —CH2, -
C(CH3)3, -OR’, -NR'R”, -SR’, -halogénio, -C(O)R’, -CONR'R”, -S(O)2R’, -
S(0)2NR’R”, -CN e -NO2. R’, R”, R e R”” cada um independentemente refere-se a
hidrogénio, heteroalquila substituido ou nao substituido, arila substituida ou n&o
substituida, incluindo, mas nao limitada a arila substituida com 1-3 halogénios, alqui-
la substituida ou nao substituida, grupos alcoxi ou tioalcoxi, ou grupos arilalquila.
Quando um composto da invengao inclui mais que um grupo R, por exemplo, cada
um dos grupos R é independentemente selecionado como sao cada grupo R’, R”,
R” e R”” quando mais que um desses grupo esta presente. Quando R’ e R” sao
ligados a0 mesmo atomo de nitrogénio, eles podem ser combinados com o atomo de
nitrogénio para formar um anel 5-, 6- ou 7-membros. Por exemplo, -NR’R” é tencio-
nado incluir, mas nao limitado a, 1-pirrolidinil € 4-morofolinil. A partir da discussao
acima de substituintes, um versado na técnica entendera que o termo “alquila” tenci-
ona incluir grupos incluindo atomos de carbono ligados a grupos outros que grupos
hidrogénio, tais como haloalquila (incluindo mas néo limitado a —CF3 e —CH2CF3)
uma acila (incluindo mas nao limitado a, -C(O)CH3, -C(O)CF3, -C(O)CH20CH3, e
semelhantes).

Outros derivados PEG e técnicas de PEGilagao geral

[00534]0utras moléculas PEG exemplares que podem estar ligadas a poli-
peptideos FGF-21, bem como métodos PEGilacado incluem, mas nao sao limitados
aquelas descritas em, por exemplo, Publicacdo de Patente dos EUA No.
2004/0001838; 2002/0052009; 2003/0162949; 2004/0013637; 2003/0228274;
2003/0220447, 2003/0158333; 2003/0143596; 2003/0114647; 2003/0105275;
2003/0105224; 2003/0023023; 2002/0156047; 2002/0099133; 2002/0086939;
2002/0082345; 2002/0072573; 2002/0052430; 2002/0040076; 2002/0037949;
2002/0002250; 2001/0056171; 2001/0044526; 2001/0021763; Patente dos EUA No.
6.646.110; 5.824.778; 5.476.653; 5.219.564; 5.629.384; 5.736.625; 4.902.502;
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5.281.698; 5.122.614; 5.473.034; 5.516.673; 5.382.657; 6.552.167; 6.610.281;
6.515.100; 6.461.603; 6.436.386; 6.214.966; 5.990.237; 5.900.461; 5.739.208;
5.672.662; 5.446.090; 5.808.096; 5.612.460; 5.324.844; 5.252.714; 6.420.339;
6.201.072; 6.451.346; 6.306.821; 5.559.213; 5.747.646; 5.834.594; 5.849.860;
5.980.948; 6.004.573; 6.129.912; WO 97/32607, EP 229.108, EP 402.378, WO
92/16555, WO 94/04193, WO 94/14758, WO 94/17039, WO 94/18247, WO
94/28024, WO 95/00162, WO 95/11924, W095/13090, WO 95/33490, W0O96/00080,
WO097/18832, WO098/41562, WQ098/48837, WO099/21134, W099/32139,
W099/31140, WO96/40791, W0O98/32466, WO95/06058, EP 439 508, WO97/03106,
W096/21469, WO95/13312, EP 921 131, WO 98/05363, EP 809 996, WO 96/41813,
WO96/07670, EP 605 963, EP 510 356, EP 400 472, EP 183 503 e EP 154 316, que
sado aqui incorporados por referéncia. Qualquer das moléculas PEG descritas aqui
podem ser usadas em qualquer forma, incluindo, mas néao limitado a cadeia Unica,
cadeia ramificada, cadeia multi-brago, unica funcional, bi-funcional, multi-funcional
ou qualquer combinagdo dos mesmo.

[00535]Polimero adicional e derivados PEG sao descritos nos seguintes pe-
didos de patente que sao todos aqui incorporados por referéncia em sua totalidade:
Publicacao de Patente dos EUA No. 2006/194256, Publicagdo de Patente dos EUA
No. 2006/0217532, Publicacdo de Patente dos EUA No. 2006/0217289, Patente
Proviséria dos EUA No. 60/755.338, Patente Proviséria dos EUA No.60/755.711;
Patente Provisoria dos EUA No.60/755.018; Publicagao de Patente Internacional No.
PCT/US06/49397; W0O2006/069246; Patente Proviséria dos EUA No. 60/743.041;
Patente Provisoéria dos EUA No. 60/743.040; Pedido de Patente Internacional No.
PCT/US06/47822; Patente Proviséria dos EUA No. 60/882.819; Patente Provisoria
dos EUA No. 60/882.500; e Patente Provisoria dos EUA No. 60/870.594.

Aumentando a afinidade para albumina sérica

[00536]Varias moléculas podem ser também fusionadas aos polipeptideos
FGF-21 da invengao pra modular a meia vida dos polipeptideos FGF-21 no soro. Em

algumas modalidades, moléculas sao ligadas ou fusionadas a polipeptideos FGF-21
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da invencgao para aumentar a afinidade para albumina sérica endégena em um ani-
mal.

[00537]Por exemplo, em alguns casos, uma fusdo recombinante de um poli-
peptideo FGF-21 e uma sequéncia de ligagado de albumina é feita. Sequéncias de
ligacdo a albumina exemplares incluem, mas nao sao limitadas a, dominio de ligagao
a albumina a partir da proteina G estreptocécica (ver, por exemplo, Makrides et al, J.
Pharmaol. Exp. Ther. 277:534-542 (1996) e Sjolander et al, J. Immunol. Methods
201:115-123 (1997)), ou peptideos ligantes a albumina como aquelas descritas em,
por exemplo, Dennis et al, J. Biol. Chem. 277:35035-35043 (2002).

[00538]Em outras modalidades, os polipeptideos FGF-21 da presente inven-
¢ao sao acilados com acidos graxos. Em alguns casos, 0os acidos graxos promovem
a ligagao a albumina sérica. Ver, por exemplo, Kurtzhals et al, Biochem. J. 312:725-
731 (1995).

[00539]Em outras modalidades, os polipeptideos FGF-21 da invengao sao
fusionadas diretamente com albumina sérica (incluindo, mas nao limitados a albumi-
na sérica humana). Aqueles versados na técnica reconhecerao que uma ampla vari-
edade de outras moléculas podem também estar ligados a FGF-21 na presente in-
vengao para modular a ligagao sérica da albumina ou outros componentes séricos.

X. Glicosilacao de Polipeptideos FGF-21

[00540]A invencéo inclui polipeptideos FGF-21 incorporado um ou mais ami-
noacidos nao naturalmente codificados produzindo residuos sacarideos. Os resi-
duos sacarideos podem ser ou naturais (incluindo, mas nao limitados a N-
acetilglucosamina) ou nao naturais (incluindo, mas nao limitados a 3-fluorgalactose).
Os sacarideos podem estar ligados a aminoacidos nao naturalmente codificados ou
por uma ligagao glicosidica ligada a N ou O (incluindo, mas nao limitado a N-
acetilgalactose-L-serina) ou uma ligacao nao natural (incluindo mas nao limitado a
uma oxima ou o correspondente glicosideo ligado a C ou s).

[00541]As fracbes sacarideas (incluindo, mas nao limitadas a glicosil) podem

ser adicionadas a polipeptideos FGF-21 ou in vivo ou in vitro. Em algumas modali-
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dades da invengao, um polipeptideo FGF-21 compreendendo um aminoacido néo
naturalmente codificado contendo carbonila € modificado com um derivado sacari-
deo com um grupo aminooxi para gerar o correspondente polipeptideo glicosilado
ligado através de uma ligacdo oxima. Uma vez ligado ao aminoacido nao natural-
mente codificado, o sacarideo pode ainda elaborado por tratamento com glicosil-
transferases e outras enzimas para gerar um oligossacarideo ligado ao polipeptideo
FGF-21. Ver, por exemplo, H. Liu et al, J. Am. Chem. Soc. 125:1702-1703 (2003).

[00542]Em algumas modalidades da invengdo, um polipeptideo FGF-21
compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado contendo carbonila é
diretamente modificado com um glicano com estrutura definida preparada como um
derivado aminodxi. Um versado na técnica reconhecera que outras funcionalidades,
incluindo azida, alquino, hidrazida, hidrazina, e semi-carbazida, podem ser usados
para ligar o sacarideo a um aminoacido nao naturalmente codificado.

[00543]Em algumas modalidades da invengdo, um polipeptideo FGF-21
compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado contendo alquinila po-
de entado ser modificado por, incluindo, mas nao limitado a uma reacéo de cicloadi-
¢ao [3+2] de Huisgen com, incluindo mas né&o limitado a derivadas alquinila ou azida,
respectivamente. Este método permite a modificagcdo de proteinas com seletividade
altamente alta.

XI. Dimeros e Multimeros FGF-21

[00544]A presente invencdo também prové para combinagbes FGF-21 e
analogos FGF-21 tais como homodimeros, heterodimeos, homomultimeros, ou hete-
romultimeros (isto &, trimeros, tetrameros, etc) onde FGF-21 contendo um ou mais
aminoacidos nao naturalmente codificados estao ligados a outro FGF-21 ou variante
de FGF-21 dos mesmos ou qualquer outro polipeptideo que nao é FGF-21 ou varian-
te FGF-21 do mesmo, ou diretamente a estrutura do polipeptideo ou através de um
ligante. Devido a seu peso molecular aumentado comparado a mondémeros, o dime-
ro ou multimero FGF-21 conjugado pode exibir novas ou desejadas propriedades,

incluindo, mas nao limitado a diferencas farmacolégicas, farmacocinéticas, farmaco-
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dindmicas, meia vida terapéutica modulada, ou media vida plasmatica modulada re-
lativa a FGF-21 monomérico. Em algumas modalidades, dimeros FGF-21 da inven-
¢ao modularao a transducao de sinal do receptor FGF-21. Em outras modalidades,
os dimeros ou multimeros FGF-21 da presente invengao atuardo como um antago-
nista, agonista ou modulador do receptor FGF-21.

[00545]Em algumas modalidades, uma ou mais moléculas FGF-21 presen-
tes em um dimero ou multimero contendo FGF-21 compreendem um aminoacido
nao naturalmente codificado ligado a um polimero soluvel em agua.

[00546]Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21 sao ligados dire-
tamente, incluindo, mas nao limitados a, através de uma ligagédo Asn-Lys amida ou
ligacao dissulfeto Cys-Cys. Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21,
e/ou a molécula ndo FGF-21 ligada, compreenderao aminoacidos nao naturalmente
codificados diferentes para facilitar a dimerizagao, incluindo mas nao limitado a um
alquino em um aminoacido nao naturalmente codificado de um primeiro polipeptideo
FGF-21 e uma azida em um segundo aminoacido nao naturalmente codificado de
uma segunda molécula serdo conjugado através de cicloadi¢cao [3+2] de Huisgen.
Alternativamente, FGF-21, e/ou a molécula ndo FGF-21 ligada compreendendo um
aminoacido nao naturalmente codificado contendo cetona pode ser conjugado a um
segundo polipeptideo compreendendo um aminoacido ndao naturalmente codificado
contendo hidroxilamina e os polipeptideos sao reagidos através da formacgao da cor-
respondente oxima.

[00547]Alternativamente, os dois polipeptideos FGF-21, e/ou a molécula néao
FGF-21 ligada, séo ligados através de um ligante. Qualquer ligante hetero- ou homo-
bifuncional podem ser usados para ligar duas moléculas, e/ou as moléculas nao
FGF-21 ligadas, que pode ter a mesma ou diferente sequéncia primaria. Em alguns
casos, o ligante usado para unir o FGF-21, e/ou as moléculas ndao FGF-21 ligadas
junto podem ser um reagente PEG bifuncional. O ligante pode ter uma grande varie-
dade de peso molecular ou comprimento molecular. Ligantes de peso molecular

maior ou menor podem ser usados para prover uma relagado especial desejada ou
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conformacao entre FGF-21 e a entidade ligada ou entre FGF-21 e seu receptor, ou
entre a entidade ligada e seu parceiro ligador, se qualquer. Ligantes tendo compri-
mento molecular mais longo ou mais curto podem também ser usados para prover
um espaco desejado ou flexibilidade entre FGF-21 e a entidade ligada, ou entre a
entidade ligada e seu parceiro ligante, se qualquer.

[00548]Em algumas modalidades, a invengao prové ligantes bifuncionais so-
liveis em agua que tém uma estrutura pesada que inclua: a) uma azida, um alquino,
uma hidrazina, uma hidrazida, uma hidroxilamina, ou uma fragado contendo carbonila
em pelo menos uma primeira terminagdo de uma estrutura de polimero; e b) pelo
menos um segundo grupo funcional em uma segunda terminacdo da estrutura do
polimero. O segundo grupo funcional pode ser o mesmo ou diferente como o primei-
ro grupo funcional. O segundo grupo funcional, em algumas modalidades, nao é rea-
tivo com o primeiro grupo funcional. A invengao prové, em algumas modalidades,
compostos soluveis em agua que compreendem pelo menos um brago da estrutura
molecular ramificada. Por exemplo, a estrutura molecular ramificada pode ser den-
dritica.

[00549]Em algumas modalidades, a invencédo prové multimeros compreen-
dendo um ou mais polipeptideos FGF-21, formados por reagdes com polimeros ati-

vados soluveis em agua que tém a estrutura:

R-(CH,CH,0),-0-(CHy)m-X

Em que n é a partir de 5 a 3.000, m é 2-10, X pode ser uma azida, um alqui-
no, uma hidrazina, uma hidrazida, um grupo aminoodxi, uma hidroxilamina, uma aceti-
la, ou fragdo contendo carbonila, e R é um grupo revestimento, um grupo funcional,
um grupo de saida que pode o mesmo ou diferente como X. R pode ser, por exem-
plo, um grupo funcional selecionado a partir do grupo consistindo de hidroxila, hidro-
xila protegida, alcoxila, N-hidroxisuccinimidila éster, 1-benzotriazol éster, acetal, al-
deido, hidratos aldeido, alquenila, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona ativa,
amina, aminoodxi, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, tiol protegido, aci-

do carboxilico, acido carboxilico protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vi-

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 276/412



259/345

nilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, iodoacetamida, apdxido, glioxais, dionas, mesila-
tos, tosilatos, e tresilato, alqueno e cetona.

XIl. Medida da Atividade do Polipeptideo FGF-21 e Afinidade do Polipepti-
deo FGF-21 para o Receptor do Polipeptideo FGF-21

[00550]FGF-21 tem sido mostrado estimular a captacao de glicose e aumen-
tar a sensibilidade de insulina em adipdcitos 3T3-L1, um modelo in vitro usado para
estudo de metabolismo de tecido adiposo como mostrado no Exemplo 3 na Publica-
¢ao da Patente dos EUA No. 20040259780 que € aqui incorporada por referéncia
em sua totalidade. Uma caracteristica do diabetes do Tipo 2 é a deficiéncia de cap-
tacao de glicose em varios tipos de tecidos incluindo tecido adiposo. Entao, FGF-21
€ util para tratar diabetes Tipo 2 pode diminuir os niveis de glicose sanguineo. Além
disso, FGF-21 é util para tratar obesidade por aumentar a energia dispensada por
uso de glicose mais rapido e mais eficiente. Adicionalmente, FGF-21 tem sido mos-
trado estimular captagcado de glicose em adipécitos 3T3-L1 em uma forma indepen-
dente de insulina, indicando que ele é util para tratar diabetes do Tipo 1 também.
Ver, Publicagcao de Patente dos EUA No. 20040259780. FGF-21 é mostrado estimu-
lar captacao de glicose em adipdcitos 3T3-L1 em uma forma dependente de concen-
tracdo em uma concentragao sub-6tima de insulina (5 nM) e em auséncia de insulina
na Publicacao de Patente dos EUA No. 20040259780.

[00551]Captacgao de glicose em adipdcitos 3t3-L1 pode ser verificada usando
o seguinte método. Células 3T3-L1 sdo obtidas a partir da Colegao de Cultura do
Tipo Americana (ATCC, Rockville, Md.). Células sao cultivadas em meio de cultura
(MC) contendo soro fetal bovino enriquecido com 10% de ferro em meio Eagle modi-
ficado da Dulbecco. Para diferenciacdo de adipdcito padrao, 2 dias apos as células
alcangaram confluéncia (referido como dia 0), células sao expostas ao meio de dife-
renciagao (MD) contendo 10% de soro fetal bovino, 10 ug/mL de insulina, 1 uM de
dexametasona, e 0,5 uM de isobutilmetilxantina, por 48 horas. Células entdo séo
mantidas no meio de pdés-diferenciacédo contendo 10% de soro fetal bovino, e 10

ug/mL de insulina. Poténcia in vitro pode ser medida com o ensaio de captagao de

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 277/412



260/345

glicose que é conhecido pelos versados na técnica. Poténcia in vitro pode ser defini-
da como a medida da captacao de glicose de um composto FGF-21 em um ensaio
baseado em célula e € medido para a poténcia biolégica do composto FGF. Pode
ser expresso como RC50 que é a concentracao efetiva do composto que resulta em
50% da atividade em um experimento dose-resposta unico.

[00552]Ensaio de Transporte de Glicose — Dependente de Insulina — capta-
¢ao de Hexose, como ensaiado pelo acumulo de 0,1 mM de 2-dedxi-D-[14C]glicose,
€ medido como segue: adipécitos 3T3-L1 em placas de 12 pogos sao lavados duas
vezes com tampao KRP (136 mM de NacCl, 4,7 mM de KCI, 10 mM de NaPO4, 0,9
mM de CaCl2, 0,9 mM de MgSO4, pH 7.4) aquecido para 370C e contendo 0,2% d
eBSA, incubado em meio Leibovitz’s L-15 contendo 0,2% de BSA por 2 horas a
370C em temperatura ambiente, lavadas duas vezes novamente com KRP conten-
do, 0,2% de tampao BSA, e incubado em KRP, 0,2% de tampao BSA em auséncia
(somente Me2S0) ou presencga de wortmanina por 30 minutos a 370C em tempera-
tura ambiente. Insulina é entdo adicionada a uma concentragao final de 100 nM por
15 minutos, e a captacédo de 2-dedxi-D-[14C]glicose é medida por pelo menos 4 mi-
nutos. Captacéo ndo especifica, medida em presenga de 10 uM de citocalasina B, é
subtraida a partir de todos os valores. Concentracdes de proteina sao determinadas
com o ensaio de acido bicinconinico Pierce. Captacdo é medida rotineiramente em
triplicata ou quadruplicata para cada experimento. O efeito do pré-tratamento agudo
e crbnico de adipdcitos 3T3-L1 com FGF-21 em presenca de insulina pode ser inves-
tigado.

[00553]Ensaio de Transporte de Glicose — Independente de Insulina — fi-
broblasto 3T3-L1 sdo plaqueados em placas de 96 pocos e diferenciados em células
de gordura (adipdcitos) por 2 semanas. Apds a diferenciagao eles sao coletados em
meio livre de soro e tratados com FGF-21 por 24 horas. Sob tratamento, células sao
lavadas duas vezes com tampao KRBH, contendo 0,1% de BSA. Captagao de glico-
se é feita em presencga de glicose marcada (sem insulina) em tampao KPBH. FGF-

21 tem sido mostrado estimular a captagao de glicose em adipécitos 3T3-L1 em uma
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forma dependente de concentragdo em uma concentragdo sub-6tima de insulina (5
nM) e em auséncia de insulina (ver, Publicacdo de Patente dos EUA No.
2004259780). Adicionalmente, polipeptideos FGF-21 da presente invencdo podem
ser mostrados para induzir captagao de glicose em um modelo de tecido ex vivo.
[00554]0 modelo de transporte de glicose ex vivo, o ensaio de transporte de
glicose é descrito como segue: Solugdes Estoque de Tampao de Krebs-Hnseleit —
Estoque 1 : NaCl (1,16 M); KCI (0,046 M); KH2PO4 (0,0116 M); NaHCO3 (0,0253
M). Estoque 2: CaCl2 (0,025 M); MgSO4 (2H20) (0,0116 M). BSA: Uso Fracao ICN
Cohn V, BSA livre de acido graxo diretamente sem dialisar. Preparagdao dos Meios:
Adicionar 50 mL de estoque de Krebs 1 a 395 mL de dH20 e gas com 95% de
P2/5% de CO2 por 1 hora. Adicionar 50 mL de estoque 2 e trazer para 500 mL com
dH20. Adicionar 500 mg de BSA livre de acido graxo CN. Meios de pré-incubagao e
incubacao: 32 mM de Manitol, 8 mM de Glicose. Meio de Lavagem: 40 mM de Mani-
tol, 2 mM de Piruvato. Meios de Transporte: 39 mM de Manitol, 1 mM de 2-DG; 32
mM de Manitol, 8 mM de 3-O-MG. Solugdo de Insulina: (Insulina Porcina [Lilly]
100.000.000 pU/mL) em uma concentracéo final de 2000 pU/mL ou 13,3 nM. Prepa-
racao dos Meios de Marcacdo Radioativa: atividades especificas usadas: 2DG=1,5
mCi/mL; 3-O-MG=437 uCi/mL; ou, Manitol=8 pCi/m. Ratos sdo anestesiados com
0,1 cc de Nembutal por 100 g de peso corporeo. Tecido muscular é retirado e lavado
em 0,9% de solugéo salina e entdo colocado em meio de pré-incubacao (2 mL) a
290C por 1 hora. O tecido muscular é transferido para o meio de incubacao (2 mL,
mesmo com pré-incubacao exceto incluindo insulina ou composto teste) e incubado
por 30 minutos (depende das condigdes experimentais). O tecido muscular é entao
transferido para meio de lavagem (2 mL) por 10 minutos a 290C, entdo transferido
para meio de marcagao (1,5 mL) por 10 min (3-O-MG) ou 20 min (2DG). O tecido
muscular é cortado, pesado e colocado em tubos de polipropileno em gelo seco. 1
mL de KOH 1 N é adicionado aos tubos que sao entdo colocados em um banho de
agua 700C por 10-15 minutos, agitando os tubos a cada poucos minutos. Os tubos

sao arrefecidos em gelo e 1 mL de HCI 1 N é adicionado, entdo misturado bem. 200
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uL de sobrenandante é entdo colocado em frascos de cintilagdo duplicados e conta-
dos em um contador de cintilagdo comparados a padroes radioativos conhecidos.

[00555]Para contragao, os musculos sao primeiro incubados por 1 hora em
meio de pré-incubacao/incubagao. Apdés 1 hora, um musculo de cada par (um par
por rato) é fixo para o aparato de estimulacdo e outro musculo é transferido para um
novo frasco de meio de incubacédo. O musculo contraido é estimulado por 200 mseg
com correntes de 70 Hz com cada impulso em uma corrente sendo 0,1 mseg. As
correntes sao distribuidas a 1/seg am 10-15 V por 2x10 minutos com 1 minutos de
repouso entre elas. No fim do periodo de estimulagdo, o musculo é removido a partir
do aparato de estimulagao, e colocado em meio de lavagem por 10 minutos, seguido
pelo meio de marcagao como ressaltado acima.

[00556]0 receptor FGF-21 pode ser preparado usando técnicas e métodos
que sao conhecidos por um versado na técnica. Atividade do polipeptideo FGF-21
pode ser determinada usando ensaios padrdes ou conhecidos in vitro ou in vivo. Pa-
ra um polipeptideo FGF-21 ndo-PEGilado ou PEGilado compreendendo um aminoa-
cido nao natural, a afinidade do FGF-21 para seu receptor pode ser medida pelo uso
de um biosensor BlAcore® (Pharmacia).

[00557]Apesar de tais métodos serem usados para criar os polipeptideos
FGF-21, os polipeptideos FGF-21 sado sujeitos a ensaios para atividade bioldgica.
Em geral, o teste para atividade biolégica pode prover analise para o resultado dese-
jado, tal como aumento ou diminuicdo na atividade biolégica (como comparado ao
FGF-21 modificado), atividade biolégica diferente (como comparado com o FGF-21
modificado), analise de afinidade do receptor ou parceiro ligante, mudangas confor-
macionais ou estruturais do FGF-21 por si s6 ou seu receptor (como comparado ao
FGF-21 modificado), ou analise da meia vida sérica.

[00558]A compilacao acima de referéncias para metodologias de ensaios
nao é exaustiva, e aqueles versados na técnica reconhecerao outros ensaios uteis
para testes para o resultado final desejado.

XIll. Medida da Poténcia, Meia Vida Funcional In vivo, e Pardmetros Farma-
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cocinéticos

[00559]Um importante aspecto da invencéo é meia vida biologica prolongada
que é obtida pela construgcdo de polipeptideo FGF-21 com ou sem conjugacgao do
polipeptideo a uma fracdo polimera soluvel em agua. A rapida diminuigdo pos-
administracao das concentragdes séricas do polipeptideo FGF-21 tem feito importan-
te a avaliagao de suas respostas bioldgicas para tratamento com polipeptideo FGF-
21 conjugado e nao conjugado e variantes dos mesmos. O polipeptideo FGF-21
conjugado e nao conjugado da presente invengao pode ter meia vida sérica prolon-
gada também apds a administragao atraveés, por exemplo, de administracdo subcu-
tdnea ou i.v., tornando impossivel sua dosagem por, por exemplo, métodos de
ELISA ou por ensaio de selegao primaria. Kits ELISA ou RIA a partir de fontes co-
merciais podem ser usados. Medidas de meia vida biologica in vivo sao realizadas
como aqui descrito.

[00560]A poténcia e meia vida funcional in vivo de um polipeptideo FGF-21
compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado pode ser determinada
de acordo com protocolos conhecidos pelos versados na técnica.

[00561]Parametros farmacocinéticos para um polipeptideo FGF-21 compre-
endendo um aminoacido nao naturalmente codificado pode ser avaliado em ratos
machos Sprague-Dawley normais (n=5 animais por grupo de tratamento). Animais
receberdo ou uma dose unica de 25 ug/rato iv ou 50 pg/rato s.c., e aproximadamen-
te 5-7 amostras de sangue serdo tomadas de acordo com um curso temporal prée-
definido, geralmente cobrindo cerca de 6 horas para um polipeptideo FGF-21 com-
preendendo um aminoacido n&do naturalmente codificado ndo conjugado a um poli-
mero soluvel em agua e cerca de 4 dias para um polipeptideo FGF-21 compreen-
dendo um aminoacido nao naturalmente codificado e conjugado com um polimero
soluvel em agua Dados farmacocinéticos para FGF-21 sem um aminoacido nao na-
turalmente codificado pode ser comparado diretamente aos dados obtidos para os
polipeptideos FGF-21 compreendendo um aminoacido n&o naturalmente codificado.

[00562]Parametros farmacocinéticos podem também ser avaliados em um
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primata, por exemplo, macacos cinomolgos. Tipicamente, uma injecao unica € admi-
nistrada ou subcutaneamente ou intravenosamente, e niveis de FGF-21 séricos sao
monitorados ao longo do tempo.

[00563]A atividade especifica dos polipeptideos FGF-21 em acordo com esta
invengao pode ser determinada por varios ensaios conhecidos na técnica. A ativida-
de bioldgica das muteinas do polipeptideo FGF-21, ou fragmentos dos mesmos, ob-
tidos e purificados em acordo com esta invencao podem ser testados por métodos
descritos ou referenciados aqui ou conhecidos pelos versados na técnica.

[00564]Polipeptideos da presente invengado podem ser usados para tratar
mamiferos sofrendo de Diabetes Mellitus ndo dependente de insulina (DMNDI: Tipo
2), diabetes dependente de insulina (Tipo 1), bem como obesidade, depuragao de
glicose inadequada, hiperglicemia, hiperinsulinemia e semelhantes. FGF-21 é efetivo
em modelos animais de diabetes e obesidade, como mostrado na Publicacédo de Pa-
tente dos EUA No. 20040159780, que € aqui incorporada por referéncia em sua tota-
lidade. Como perfis metabdlicos diferem entre varios modelos animais de obesidade
e diabetes, analise de multiplos modelos tem sido feita para separar os efeitos de
hiperinsulimenia, hiperglicemina e obesidade. Os camundongos diabéticos (db/db) e
obesos (ob/ob) sao caracterizados pela obesidade massiva, hiperfagia, hiperglicemi-
na variavel, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e termogénese impedida (Cole-
man, Diabetes 31:1, 1982; E. Shafrir, em Diabetes Mellitus; H. Rifkin e D. Porte, Jr.
Eds. (Elsevier Science Publishing Co., Inc., Nova lorque, ed. 4, 1990), pp. 299340).
Entretanto, diabetes e muito mais severa em modelo db/db (Coleman, Diabetes 31;1.
1982; E. Shafrir, em Diabetes Mellitus; H. Rifkin e D. Porte, Jr. Ed.s (Elsevier Scien-
ce Publishing Co., Inc. Nova lorque, ed. 4, 1990) pp. 299-340). Ratos Zucker (fa/fa)
sdo severamente obesos, hiperinsulinémicos, e resistentes a insulina (Coleman, Di-
abetes 31;1. 1982; E. Shafrir, em Diabetes Mellitus; H. Rifkin e D. Porte, Jr. Ed.s (EI-
sevier Science Publishing Co., Inc. Nova lorque, ed. 4, 1990), e a mutagao fa/fa po-
de ser a equivalente em rato da mutacdo db murina (Friedman, et al, Cell 69:217-

220, 1992; Truett et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 88:7806, 1991), Camundongos
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Tubby (tub/tub) sédo caracterizados por obesidade, resisténcia a insulina moderada e
hiperinsulinemia sem hiperglicemia significante (Coleman et al, J. Heredity 81:424,
1990).

[00565]0O modelo de glutamato monosodico (MSG) para obesidade induzida
quimicamente (Olney, Science 164:719 1969; Cameron et al, Cli. Exp. Pharmacol.
Physiol. 5:41, 1978), em que a obesidade € menos severa que os modelos genéticos
e desenvolve se hiperfagia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, pode também
ser examinado. Finalmente, o modelo estreptozotocina (STZ) para diabetes induzida
quimicamente pode ser testado para examinar os efeitos da hiperglicemia em au-
séncia de obesidade. Animais tratados com STZ s&o deficientes em insulina e seve-
ramente hiperglicémicos (Coleman, Diabetes 31;1. 1982; E. Shafrir, em Diabetes
Mellitus; H. Rifkin e D. Porte, Jr. Ed.s (Elsevier Science Publishing Co., Inc. Nova
lorque, ed. 4, 1990) pp. 299-340).

[00566]Polipeptideos FGF-21 da invengao podem ser avaliados em um mo-
delo de choque séptico in vivo em camundongos ob/ob. Ver, Publicacdo de Patente
dos EUA No. 20050176631, que é aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de.

XIV. Administragcao e Composig¢des Farmacéuticas

[00567]0s polipeptideos ou proteinas da invencao (incluindo, mas néo limi-
tados a FGF-21, sintetases, proteinas compreendendo um ou mais aminoacidos nao
naturais etc) sdo opcionalmente empregados para usos terapéuticos, incluindo, mas
nao limitados a, em combinagdo com um veiculo farmaceuticamente adequado. Tais
composicoes, por exemplo, compreendem uma quantidade terapeuticamente efetiva
do composto, e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel. Tais veiculos
ou excipientes incluem, mas nao sao limitados a solugao salina, salina tamponada,
dextrose, agua, glicerol, etanol, e/ou combinagdes dos mesmos. A formulacgéao ¢ feita
para adequar o modo de administragdo. Em geral, métodos de administragéo de pro-
teinas sao conhecidos pelos versados na técnica e podem ser aplicados para admi-

nistracdo de polipeptideos da invencao.
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[00568]Composicdes terapéuticas compreendendo um ou mais polipepti-
deos da invencgao sao opcionalmente testados em um ou mais modelos animais in
vitro e/ou in vivo apropriados de doencga, para confirmar a eficacia, metabolismo tis-
sular, e estimar doses, de acordo com os métodos conhecidos pelos versados na
técnica. Em particular, doses podem ser inicialmente determinadas por atividade,
estabilidade ou outras medidas adequadas de aminoacidos ndao naturais e naturais
homologos (incluindo mas nao limitado a comparagcédo de um polipeptideo FGF-21
modificado para incluir um ou mais aminoacidos nao naturais a um aminoacido natu-
ral do polipeptideo FGF-21), isto €, em um ensaio relevante.

[00569]Administragao € por qualquer das vias normalmente usadas para in-
troduzir uma molécula em contato final com células sanguineas ou tissulares. Os
aminoacidos nao naturais dos polipeptideos da invencdo sdo administrados em
qualquer maneira, opcionalmente com um ou mais veiculos farmaceuticamente acei-
taveis. Métodos adequados de administracdo de tais polipeptideos no contexto da
presente invencdo a um paciente sao disponiveis, e, embora mais que uma via pode
ser usada para administrar uma composi¢ao particular, uma via particular pode sem-
pre prover uma agao ou reagao mais imediata e mais efetiva que outra via.

[00570]Veiculos farmaceuticamente aceitaveis sao determinados em parte
pela composicao particular sendo administrada, bem como pelo método particular
usado para administrar a composigao. Consequentemente, existe uma ampla varie-
dade de formulagdes adequadas para composicdes farmacéuticas da presente in-
vengao.

[00571]Polipeptideos FGF-21 da invengdo podem ser administrados por
qualquer via convencional adequada para proteinas ou peptideos, incluindo, mas
nao limitados a parenteral, por exemplo, inje¢cdes incluindo, mas n&o limitado a sub-
cutaneamente ou intravenosamente ou qualquer outra forma de inje¢des ou infu-
sdes. Composicdes polipeptidicas podem ser administradas por um namero de vias
incluindo, mas nao limitadas a meios oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,

transdérmica, subcutanea, topica, sublingual ou retal. Composi¢des compreendendo
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polipeptideos aminoacidos nao naturais, modificados ou ndao modificados, podem
também ser administrados através de lipossomos. Tais vias de administracao e for-
mulagdes apropriadas sao geralmente conhecidas pelos versados na técnica. O po-
lipeptideo FGF-21, pode ser usado sozinho ou em combinagdo com outros compo-
nentes adequados tal como um veiculo farmacéutico. O polipeptideo FGF-21 pode
ser usado em combinagao com outros agentes, incluindo, mas nao limitados a um
agente anti-diabético oral.

[00572]0O termo “agente anti-diabético” deve significar qualquer droga que é
util no tratamento, prevenindo, ou de outra forma reduzindo a severidade de qual-
quer disturbio de metabolismo de glicose, ou qualquer complicagdo do mesmo, inclu-
indo qualquer das condi¢des, doenga, ou complicagdes descritas aqui. Agentes anti-
diabéticos incluem insulina, tiazolidinodionas, sulfoniluréias, derivados do acido ben-
z0ico, inibidores de alfa-glucosidase ou semelhantes. Outra categorias gerais de
agentes anti-diabéticos que podem ser parte de uma composi¢cdo do paciente inclui
(com termos definidos sendo mas marcas citadas): “drogas artigos” reconhecidas na
Farmacopéia dos Estados Unidos oficial ou Formulario Nacional oficial (ou qualquer
suplemento do mesmo); “nova droga” e “nova droga animal” aprovada pelo FDA dos
EUA como aqueles termos sao usados no Titulo 21 do Cédigo dos Estados Unidos;
qualquer droga que requeira aprovagao de uma entidade governamental, nos EUA
ou fora (“droga aprovada”); qualquer droga que é necessaria para obter aprovacao
regulatéria de forma a cumprir com 21 U.S.C.sctn.355(a) (“droga regulatéria aprova-
da”); qualquer agente que € ou foi sujeito a uma aplicagao de droga humana sob 21
U.S.C. sctn.379 (g) (“droga humana”). (Todas as referéncias do codigo estatutario
para esta definicdo referem-se a tal cédigo como os dados de preenchimento origi-
nais deste pedido). Outros agentes anti-diabéticos sdo aqui revelados, e sao conhe-
cidos por aqueles versados na técnica. Drogas correntes ou agentes anti-diabéticos
usados para controlar a diabetes do Tipo 2 que sdo bem conhecidos na técnica in-
cluem um numero de categorias: as biguanidas, tiazolidinodionas, as sulfoniluréias,

derivados do acido benzadico e inibidores da glucosidase. Essas drogas usualmente
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tém modos distintos de acao. As biguanidas, por exemplo, metformina, sdo acredita-
das prevenir a gliconeogénese hepatica excessiva. As tiazolidinodionas sao acredi-
tadas agirem por aumento da taxa de diposicdo de glicose periférica. As sulfonilu-
réias, por exemplo, tolbutamida e gliburida, e derivados do acido benzdico, por
exemplo, repaglinida, diminuem a glicose plasmatica por estimular a secrecéo de
insulina. Os inibidores da alfa-glicosidase competitivamente inibem a alfa-
glicosidase, que metaboliza carboidratos, assim atrasando a absor¢ao de carboidra-
to e atenuando a hiperglicemia pds-prandial. Em adigdo, existem um numero de te-
rapias propostas para tratamento de diabetes que n&o tém sido aprovadas para uso
humano.

[00573]Drogas correntes ou agentes anti-diabéticos para controle da diabe-
tes e suas sindromes precurssoras, tais como resisténcia a insulina, que sdo bem
conhecidas na técnica incluem cinco classes de compostos: as biguanidas, por
exemplo, metformina; tiazolidinodionas; as sulfoniluréias, por exemplo, tolbutamida e
gliburida; derivados do acido benzdico, por exemplo, repaglinida; e inibidores da glu-
cosidase. Em adicdo a esses agentes, um numero de outras terapias podem ser
usado em combinagado com os polipeptideos FGF-21 da presente invengao para me-
lhorar o controle da glicose, incluindo, mas nao limitado a inibidores DPP-4. Certos
agentes anti-diabéticos tém sido aprovados para uso humano. Os compostos lideres
DPP-4 testados em testes clinicos incluem Vildagliptin (Galvus) (LAF237), Sitagliptin
(Januvia), Saxagliptina e Alogliptina. Januvia (Sitagliptina) foi aprovado para trata-
mento de diabetes do tipo 2 nos Estados Unidos em 17 de Outubro de 2006, para
uso como monoterapia, ou combinagao de terapia, com ou metformina ou uma tiazo-
lidinodiona. Administracdo da primeira geracdo do composto Novartis 1-[[2-(5-
cianopiridin-2-il)Jamino]etillamino]acetil]-2-ciano-(S)-pirrolidina (NVP DPP728) por um
periodo de 4 semanas para 93 pacientes com diabetes do Tipo 2 (significa HbA1c de
7,4%) reduziu niveis de glicose plasmatica, insulina, e HbA1c por um periodo de es-
tudo de 4 semanas. Ver, Inhibition of Dipeptidyl Peptidase IV Improves Metabolic

Control Over a 4-week Study Period in Type 2 Diabetes. Diabetes Care. 2002, Maio,
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25(5):869-875. Pacientes recebendo metformina tém também sido notado existir adi-
tivo de beneficios de diminuir a glicose seguindo instituicdo de terapia GLP-1. Ver,
Additive glucose-lowering effects of glucagon-like peptide-1 and metformin in type 2
diabetes. Diabetes Care. 2001 Abril; 24(4):720-5. Em um estudo de 10 pacientes
masculinos nao diabéticos obesos, administragao de metformina foi associada com
niveis aumentados de circulacdo de GLP-1 seguindo carregamento de glicose oral, e
em experimentos usando um grupo de plasma humano, metformina (0,1-0,5 mi-
crog/mL) inibiu significantemente a degradacdo de GLP-1 (7-36)amida apés uma
incubacao de 30 minutos a 37 graus de C, em presencga ou auséncia de DPP-4. Os
autores deste estudo aumentaram a possibilidade que metformina pode inibir a que-
bra enzimatica de GLP-1 ambos, in vitro e in vivo. "Ver Effect of metformin on gluca-
gon-like peptide 1 (GLP-1) and leptin levels in obese nondiabetic subjects. Diabetes
Care. 2001 Mar; 24(3):489-94. Analise da relacdo entre DPP-1, e degradacao de
GLP-1 usando analises bioquimicas in vitro. Demuth e colaboradores ndo encontra-
ram efeito de metformina na degradagcao mediada por DPP-4 de GLP-1 usando uma
variedade de fontes de DPP-4 humano. Ver Metformin Effects on Dipeptidylpepti-
dase IV Degradation of Glucagon-like Peptide-1. Biochem Biophys Res Commun
2002 Margo 15:291(5):1302-8.

[00574]Entre biguanidas uteis como agentes terapéuticos diabéticos, met-
formina tem provado particularmente ser bem sucedida. Metformina (N,N-
dimetilimidocarbonimidicdiamida; 1,1-dimetilbiguanida; N,N-dimetilbiguanida; N.N-
dimetildiguanida; N’-dimetilguanilguanidina) e uma gente anti-diabético que atua por
reduzir a producao de glicose pelo figado e por diminuir a absorgao intestinal de gli-
cose. E também acreditado melhorar a sensibilidade a insulina de tecidos em qual-
quer lugar no corpo (aumenta a captacao e utilizacdo de glicose periférica). Metfor-
mina melhora a tolerancia a glicose na tolerancia a glicose impedida (IGT) em paci-
entes e pacientes diabéticos do Tipo 2, diminuindo ambas, a glicose pré- e pés-
prandial. Metformina é geralmente nao efetiva em auséncia de insulina. Baiiley, Dia-

betes Care 15:755-72 (1992).
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[00575]A eficacia de metformina tem sido mostrada em varios testes. Em um
estudo de diabéticos do Tipo 2 moderadamente obesos, niveis de HbA1c aumentou
de 8,6% a 7,1% apos 29 semanas de terapia de metformina sozinha ou em combi-
nacao com sulfoniluréia. DeFronzo et al, New Engl. J. Med. 333:541-49 (1995). Met-
formina também tem um efeito favoravel em lipidios séricos, diminuindo a média de
jejum de triglicerideos séricos, colesterol total, e niveis de colesterol LDL e ndo mos-
trando efeitos adversos em outros niveis lipidicos. Em outro teste, metformina me-
lhorou o controle glicémico em pacientes DMNDI em uma forma dose-dependente.
Apb6s 14 semanas, metformina 500 e 2000 mg diarias reduziram HbA1c por 0,9% e
2,0% respectivamente. Garber et al, Am. J. Med. 102:491-97 (1997). Metformina po-
de também ter um efeito terapéutico benéfico em nao diabéticos resistentes a insuli-
na. Um estudo indicou que tratamento de mulheres n&o diabéticas obesas hiperten-
sas com metformina diminuiu a pressado sanguinea, jejum e fibrinogénio insulina no
plasma estimulado por glicose. Giugliano et al, Diabetes Care 16:1387-90 (1993).

[00576]Metformina € comumente administrada como metformina HCI. Esta
bem como todas as outras formas de metformina é contemplada para uso com poli-
peptideos FGF-21 da presente invengdo. Geralmente, um regime de dose fixo € in-
dividualizado para o controle da hiperglicemia em diabetes com metformina HCI ou
qualquer outro agente farmacologico. Individualizacdo de dose é feita na base de
ambas, efetividade e tolerancia, enquanto geralmente ndo excede a dose diaria ma-
xima recomendada de 2550 mg.

[00577]Tiazolidinodionas contempladas para uso na pratica da presente in-
vengao incluem troglitazona e semelhantes. Tais compostos sdo bem conhecidos,
por exemplo, como descrito na Pat. dos EUA Nos. 5.223.522, 5.132.317, 5.120.754,
5.0061.717, 4.897.405, 4.873.255, 4.687.777, 4.572.912, 4.287.200 e 5.002.953; e
Current Pharmaceutical Design 2:85-101 (1996). Troglitazona € um agente anti-
hiperglicémico oral que aumenta o transporte de glicose possivelmente por ativagéao
do receptor ativado por proliferador peroxisoma-y (PPARYy). Por tal ativagao, troglita-

zona pode aumentar a expressao de transportadores de glicose GLUT4, resultando
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em captagao de glicose estimulada por insulina aumentada. Troglitazona pode tam-
bém atenuar gliconeogénese e/ou ativacao de glicolise.

[00578]HbA1c € um teste sanguineo que mede a quantidade de glicosilado
que € geralmente maior quando um paciente tem periodos experimentador de au-
mento da glicose sanguinea. O teste prové uma estimativa de pelo menos 2-3 me-
ses de controle de diabetes para um paciente. Controle glicémico resultando de te-
rapia com troglitazona reduz Hb1Ac por aproximadamente 1 a 2%. Mimura et al, Di-
abetes Med. 11:685-91 (1994); Kumar et al, Diabetologia 39:701-09 (1996). Efeitos
podem n&o ocorrer por umas poucas semanas apos o inicio da terapia. Troglitazona
pode também diminuir os requerimentos de insulina. Em um teste de pacientes com
DMNDI e usando insulina exégena, média de HbA1c caiu cerca de 0,8% e 1,4% pa-
ra doses de 200 e 600 mg de troglitazona, respectivamente. Requerimentos de insu-
lina foram reduzidos por até 29%, Schwartz et al, New. Engl. J. Med. 338:861-66
(1998). Em outro estudo de diabéticos DMNDI usando 400 e 600 mg de troglitazona,
niveis de glicose em jejum e pos-pradial foram diminuidos, e clamp hiperinsulinémico
euglicémico indicou que disposi¢ao de glicose foi aproximadamente 45% acima dos
niveis de pré-tratamento. Maggs et al, Ann. Intern. Med. 128:176-85 (1998).

[00579]Em um estudo, 400 mg de troglitazona aumentou as taxas de dispo-
sicao de glicose em pacientes obesos com ou tolerancia a glicose impedida ou nor-
mal. Nolan et al, New Eng. J. Med. 331:1188-93 (1994). Em outro estudo de mulhe-
res com TGl e uma histéria de diabetes gestacional, 600 mg de troglitazona aumen-
tou a homeostase da insulina, incluindo melhora na sensibilidade de insulina e dimi-
nuicdo das concentragdes de insulina circulante, mas tolerancia de glicose foi nao
mudada. Berkowitz et al, Diabetes 45:172-79 (1996). Tiazolidinodionas podem ser
com populagdes em risco para DMNDI, tais como mulheres com POCS ou GDM,
para prevenir ou atrasar o inicio da DMNID. Pat. dos EUA No. 5.874.454. Quantida-
des efetivas de troglitazona, quando usadas sozinhas, variando a partir de cerca de
10 mg até cerca de 800 mg por dose diaria e uma variagdo comensurada é contem-

plada para uso na presente invengao. Em adicdo a seu uso com metformina, trogli-
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tazona pode ser usada em combinagao com insulina e um agente sulfoniluréia. Ver,
por exemplo, Pat. dos EUA No. 5.859.037.

[00580]Sulfoniluréias geralmente operam por diminuicdo de glicose plasma-
tica por aumento da liberagao de insulina a partir do pancreas. Especificamente, sul-
foniluréias atuem bloqueando os canais de potassio sensiveis a ATP. A sulfoniluréia
glimepirida podem também aumentar a sensibilidade da insulina por estimular a
translocacao de transportadores GLUT4. Sulfoniluréias sao tipicamente prescritos
quando HbA1c é cerca de 8%. Ver, também Pat. dos EUA Nos. 5.258.185,
4.873.080.

[00581]As sulfoniluréias sdo uma classe de compostos que sdo bem conhe-
cidos na técnica, por exemplo, como descrito na Pat. dos EUA Nos. 3.454.635,
3.669.966, 2.968.158, 3.501.495, 3.708.486, 3.668.215, 3.654.357, e 3.097.242. Sul-
foniluréias exemplares contempladas para uso em certas modalidades da presente
invencao (com doses tipicas diarias indicadas em parénteses) incluem acetoexamida
(na variacao de cerca de 250 até cerca de 1500 mg), clorpropamida (na variacao de
cerca de 100 até cerca de 500 mg), tolazimida (na variagao de cerca 100 até cerca
1000 mg), tolbutamida (na variagao de cerca 500 até cerca 3000 mg), gliclazida (na
variacao de cerca 80 até cerca 320 mg), glipizida (na variagdo de cerca 5 até cerca
40 mgq), glipizida GITS (na variagao de cerca 5 até cerca 20 mg), gliburida (na varia-
¢ao de cerca 1 até cerca 20 mg), gliburida micronizada (na variagao de cerca 0,75
até cerca 12 mg), glimeperida (na variagao de cerca 1 até cerca 8 mg), AG-EE 623
Z\W, e semelhantes. Glimepirida € o primeiro agente anti-diabético nesta classe a ser
aprovado para uso com insulina, e pode ter menos risco de hipoglicemia associada
Com Seu Uuso.

[00582]Uma variedade de inibidores da alfa-glicosidase pode ser usada com
a presente invencao para tratar e/ou prevenir diabetes. Tais inibidores competitiva-
mente inibem a alfa-glicosidase, que metaboliza carboidratos, assim atrasando ab-
sorgcao de carboidrato e atenuando a hiperglicemia pds-prandial. Clissod et al, Drugs

35:214-23 (1988). A diminuicado na glicose pode ser mostrada através da diminuigao
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dos niveis de HbA1c. Inibidores da alfa-glucisodase exemplares contemplados para
uso na pratica da presente invengao incluem acarbose, miglitol e semelhantes. Do-
ses efetivas de ambos, acarbose e miglitol estdo na variacdo de cercde 25 até 300
mg diarios.

[00583]Inibidores alfa-glucosidase podem ser usados com polipeptideos da
presente invengao em combinagdo com sulfoniluréias. Inibidores da alfa-glucosidase
em combinagdo com sulfoniluréias sozinhas tem mostrado diminuir os niveis de
HbA1c geralmente, de cerca de 0,5 a 1,0%. Em adicdo, inibidores de alfa-
glucosidase tém sido mostrado ser efetivos em reduzir o aumento pés-pradial na
glicose sanguinea. Lefevre et al, Drugs 44:29-38 (1992).

[00584]Uma variedade de derivados do acido benzdico podem ser usados
com polipeptideos da presente invencao para tratar e/ou prevenir diabetes. Esses
agentes, também conhecidos como meglitinidas, sdo agentes hipoglicémicos Nao
sulfoniluréia tendo capacidade secretéria de insulina. Por exemplo, repaglinida pare-
ce ligar a canais de potassio sensiveis a ATP ou células beta-pancreaticas e assim
aumentam a secregcao de insulina. Derivados do acido benzdico exemplares con-
templados para uso na pratica da presente invencao incluem repaglinida e seme-
Ihantes. Para repaglinida, a dose diaria efetiva pode ser na variacéo de cerca de 0,5
mg até cerca de 16 mg, e o0 agente pode ser tomado antes de cada refeigao.

[00585]Um numero de agentes estao presentemente sob investigacdo como
potencial anti-diabéticos em humanos. Qualquer de tais agentes pode ser usada
com polipeptideos da presente invengao para tratamento e/ou prevengao de distur-
bios metabdlicos, e em particular de diabetes, se eles se tornam disponiveis para
uso terapéutico.

[00586]0utra categoria de agentes anti-diabéticos que € inibidora de carniti-
na palmotoil-transferase | (CPT-I), tal como etomoxir, que em uma modalidade adici-
onal da invengao pode ser usado com os polipeptideos FGF-21 modificados para
modular a glicose sanguinea. Etomoxir inibe irreversivelmente carnitina palmitoil-

transferase |, que é necessaria para oxidagao de acido graxo. Tal inibicdo pode re-
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duzir a hiperglicemia de jejum, porque produtos de oxidagao de acido graxo estimu-
lam gliconeogénese hepatica. Etomoxir pode melhorar a sensibilidade de insulina
em diabetes do Tipo 2. Hubinger et al, Hormone Metab. Res. 24:115-18 (1992).
[00587]0utros agentes anti-diabéticos conhecidos incluem preparagdes de
insulina (por exemplo, preparacgdes de insulina animal extraida de pancreas de boi e
porco; preparagdes de insulina humana geneticamente sintetizada usando Escheri-
chia coli, levedura; insulina com zinco; insulina protamina com zinco; fragmento ou
derivado de insulina (por exemplo, INS-1), preparacéo oral de insulina), sensibiliza-
dores de insulina (por exemplo, pioglitazona ou um sal do mesmo (preferivelmente
cloridrato), rosiglitazona ou um sal do mesmo (preferivelmente maleato), Netoglita-
zona, Rivoglitazona (CS-011), FK-614, o composto descrito em WO01/38325, Tesa-
glitazar (AZ-242), Ragaglitazar (N,N-622), Muraglitazar (BMS-298585), Edaglitazona
(BM-13-1258), Metaglidasen (MBX-102), Naveglitazar (LY-519818), MX-6054, LY-
510929, AMG-131 (T-131), THR-0921), inibidores da a-glucosidase (por exemplo,
voglibose, acarbose, miglitol, emiglitato etc), biguanidas (por exemplo, fenformina,
metformina, buformina ou sais dos mesmos (por exemplo, cloridrato, fumarato, suc-
cinato)), secretagoges de insulina [sulfoniluréia (por exemplo, tolbutaminda, gliben-
clamida, gliclazida, clorpropamida, tolazamida, acetoexamida, glicopiramida, glimepi-
rida, glipizida, glubuzol), repaglinida, nateglinida, mitiglinida ou hidrato de sal de cal-
cio dos mesmos], inibidores da dipeptidil peptidase IV (por exemplo, Vidagliptin
(LAF237), P32/98, Sitagliptin (MK-431), P93/01, PT-100, Saxagliptin (BMS-477118),
T-6666, TS-021), beta.3 agonistas (por exemplo, AJ-9677), agonistas GPR40, poli-
peptideos do tipo glucagon (1) (glp ), (glp2), ou outros hormdnios peptideos diabeto-
génicos, agonistas do receptor GLP-1 [por exemplo, GLP-1, agente GLP-1MR, N,N-
2211, AC-2993 (exendin-4), BIM-51077, Aib(8,35)hGLP-1 (7,37)NH.sub.2, CJC-
[131], agonistas amilina (por exemplo, pramlintida), inibidores da fosfotirosina fosfa-
tase (por exemplo, vanadato de sédio), inibidores gliconeogénese (por exemplo, ini-
bidores da glicogénio fosforilase, inibidores da glicose-6-fosfatase, antagonista do

glucagon), inibidores SGLUT (co-transportador de sddio-glicose) (por exemplo, T-
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1095), inibidores da 11.beta-hidroxiesteréide deidrogenase (por exemplo, BVT-
3498), adiponectina ou agonistas dos mesmos, inibidores IKK (por exemplo,
AS_2868), drogas que aumentam a resisténcia a leptina, agonistas do receptor de
somatostatina (compostos descritos em WO001/25228, WO03/42204, W0O98/44921,
WQ098/45285, W0O99/2273.5 etc), atividores da glucoquinase (por exemplo, R.sup.o-
28-1675), GIP (peptideo insulinotrépico dependente de glicose) e semelhantes po-
dem ser mencionados.

[00588]0O polipeptideo FGF-21 compreendendo um aminoacido nao natural,
sozinho ou em combinagdo com outros componentes adequados, pode também ser
feito em formulacdes aerossois (isto €, eles podem ser “nebulizados”) para serem
administradas através de inalacdo. Formulagdes aerossois podem ser colocadas em
propulsores pressurizados aceitaveis, tais como diclorodifluormetano, propano, ni-
trogénio e semelhantes.

[00589]Formulagdes adequadas para administragdo parenteral, tais como,
por exemplo, por vias intraarticular (nas juntas), intravenosa, intramuscular, intra-
dérmica, intraperitoneal, e subcutanea, incluem solugdes de injegao estéril isotdnica
aquosa e nao aquosa, que podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriostaticos e
solutos que rendem a formulagao isoténica com o sangue do recipiente tencionado,
e suspensdes estéreis aquosas e nao aquosas que podem incluir agentes suspenso-
res, solubilizadores, agentes espessantes, estabilizadores, e conservantes. As for-
mulagdes de FGF-21 podem ser apresentadas em dose Unica ou recipientes selados
multi-doses, tais como ampolas e frascos.

[00590]Administragao parenteral e administragado intravenosa sdo meétodos
preferidos de administracdo. Em particular, as vias de administracdo ja em uso para
terapéuticos homologos de aminoacidos naturais (incluindo mas nao limitados a
aqueles usados para EPO, GH, G-CSF, GM-GSF, IFNs, interleucinas, anticorpos,
FGFs, e/ou qualquer proteina farmaceuticamente distribuida), junto com formulacdes
no uso corrente, prove vias preferidas de administragao e formulagcao para os poli-

peptideos da invencéo.
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[00591]A dose administrada a um paciente, no contexto da presente inven-
¢ao, é suficiente ter uma resposta terapéutica benéfica no paciente ao longo do tem-
po, ou outra atividade apropriada, dependendo da aplicagédo. A dose é determinada
pela eficacia do vetor particular, ou formulagao, e a atividade, estabilidade ou meia
vida sérica do aminoacido nao natural com polipeptideo empregado e a condi¢gao do
paciente, bem como o peso do corpo ou area de superficie do paciente a ser tratado.
O tamanho da dose é também determinado pela existéncia, natureza e extensao de
qualquer efeito adverso que acompanha a administracdo de um vetor particular, for-
mulacédo ou semelhantes em um paciente particular.

[00592]Determinando a quantidade efetiva do vetor ou formulagao a ser ad-
ministrada no tratamento ou profilaxia da doencga (incluindo mas nao limitada a can-
ceres, doengas inerentes, diabetes, AIDS, ou semelhantes), o médico avalia os ni-
veis plasmaticos circulantes, toxidez da formulagao, progressao da doenga, e/ou on-
de relevante, a produgao de anticorpos para aminoacido nao-natural de polipeptideo.

[00593]A dose administrada, por exemplo, a um paciente de 70 quilogramas,
e tipicamente na variagao equivalente a doses de proteinas terapéuticas corrente-
mente usadas, ajustadas para a atividade alterada ou meia vida sérica da composi-
cao relevante. Os vetores ou formulagdes farmacéuticas desta invengao podem su-
plementar as condi¢gdes de tratamento por qualquer terapia convencional conhecida,
incluindo a administragdo do anticorpo, administragdo de vacina, administracdo de
agentes citotdxicos, aminoacido natural de polipeptideos, acidos nucléicos, nucleoti-
deos analogos, modificadores da resposta biolégica e semelhantes.

[00594]Para administragao, formulagdes da presente invengao sdo adminis-
tradas em uma taxa determinada por DL-50 ou DE-50 da formulagao relevante, e/ou
observacao de qualquer efeito colateral dos aminoacidos nao naturais de polipepti-
deos em varias concentragdes, incluindo, mas né&o limitados a, como aplicado para a
massa e saude geral do paciente. Administracdo pode ser realizada através d doses
unicas ou divididas.

[00595]Se um paciente passando por infusdo de uma formulagao desenvol-
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ve febre, calafrios, ou dores musculares, ele/ela recebe a dose apropriada de aspiri-
na, ibuprofeno, acetaminofeno, ou outra droga controlando dor/febre. Pacientes que
reagem a experiéncia para infusao tais como febre, dores musculares e calafrios sao
pré-medicados 30 minutos antes das infusdes futuras com ou aspirina, acetaminofe-
no, ou incluindo, mas nao limitados a difenidramina. Meperidina € usada para cala-
frios mais severas e dores musculares que nao respondem rapidamente a anti-
piréticos e anti-histaminicos. Infusdo celular é diminuida ou descontinuada depen-
dendo da severidade da reacgao.

[00596]Polipeptideos FGF-21 humanos da invengao podem ser administra-
dos diretamente a um paciente mamifero. Administragéo € por qualquer via normal-
mente usada para introduzir polipeptideo FGF-21 a um paciente. As composicoes
polipeptidicas FGF-21 de acordo com as modalidades da presente invengao incluem
aquelas para oral, retal, topica, inalagao (incluindo mas nao limitado a, através de
um aerosol), bucal (incluindo mas nao limitado, sub-lingual), vaginal, parenteral (in-
cluindo mas nao limitado a, subcutaneo, intramuscular, intradérmico, intraarticular,
intrapleural, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial ou intravenosa), tépica (isto €,
ambas superficies da pele e mucosa, incluindo superficies das vias aéreas) e admi-
nistracdo transdérmica, embora a via mais adequado em qualquer dado caso de-
pendera da natureza e severidade da condigao sendo tratada. Administracéo pode
ser ou local ou sistémica. As formulagbes de compostos podem ser apresentadas
em recipientes selados de dose unica ou doses multiplas, tais como ampolas ou
frascos. Polipeptideos FGF-21 da invencdo podem ser preparados em uma mistura
em uma forma injetavel de dose unica (incluindo, mas nao limitado a solugéo, sus-
pensdo ou emulsdo) com um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Polipeptideos
FGF-21 da invencdo podem também ser administrados por infusdo continua (usan-
do, incluindo, mas nao limitado a, mini-bombas tal como bombas osméticas), bolo
unico ou formulagdes depdsito de liberagao lenta.

[00597]Formulagdes adequadas para administragédo incluem solugdes aquo-

sas e nao aquosas, solugdes estéreis isotdnicas, que podem conter antioxidantes,
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tampdes, bacteristaticos, e solutos que rendem a formulagao isotdnica, e suspen-
sdes estéreis aquosas e nao aquosas que podem incluir agentes de suspensao, so-
lubilizadores, agentes espessantes, estabilizadores, e conservantes. Solugdes e
suspensdes podem ser preparadas a partir de pos estéreis, granulos, e comprimidos
do tipo previamente descrito.

[00598]Congelamento-secagem € uma técnica comumente empregada para
apresentar proteinas que servem para remover agua a partir da preparagao de pro-
teina de interesse. Congelamento-secagem, ou liofilizagdo, € um processo pelo qual
0 material a ser seco é primeiro congelado e entdo o gelo ou solvente congelado é
removido pela sublimagdo em um ambiente a vacuo. Um excipiente pode ser inclui-
do em formulagdes pré-liofilizadas para aumentar a estabilidade durante o processo
de congelamento-secagem e/ou para melhorar a estabilidade do produto liofilizado
sob estoque. Pikal, M. Biopharm. 3(9)26-30 (199) e Arakawa et al. Pharm. Res.
8(30:285-291 (1991).

[00599]A pulverizagao e secagem de farmacéuticos sdo também conhecidas
pelos versados na técnica. Por exemplo, ver, Broadhead, J. et al., “The Spray Drying
of Pharmaceuticals:, em Drug Dev. Ind. Pharm., 18(11 & 12), 1169-1206 (1992). Em
adicao a pequenas moléculas farmacéuticas, uma variedade de materiais biolégicos
tem sido congelado e secos e essas incluem, enzimas, soros, plasma, microrganis-
mos e leveduras. Pulverizagdo e secagem é uma técnica util porque ela pode con-
verter uma preparacgao liquida farmacéutica em um p6 fino, sempoeria ou p6 aglo-
merado em um processo de um passo. A técnica basica compreende os seguintes
quatro passos: a) atomizagao da solugdao de alimentagdo em um pulverizador; b)
contato pulverizador-ar; c) secagem do pulverizador; e d) separagao do produto seco
a partir do ar seco. Patente dos EUA Nos. 6.235.710 e 6.001.800, que s&o aqui in-
corporados por referéncia, descrevem a preparagao de eritropoietina recombinante
por pulverizagao e secagem.

[00600]As composicdes farmacéuticas e formulacbes da invengdo podem

compreendem um veiculo, excipiente ou estabilizador farmaceuticamente aceitavel.
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Veiculos farmaceuticamente aceitaveis sao determinados em parte pela composicao
particular sendo administrada, bem como pelo método particular usado para admi-
nistrar a composi¢cao. Consequentemente existe uma variedade ampla de formula-
¢des adequadas de composicdes farmacéuticas (incluindo veiculos opcionais farma-
ceuticamente aceitaveis) da presente invencao (ver, por exemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 172 ed. 1985)).

[00601]Veiculos adequados incluem mas nao sao limitados a tampdes con-
tendo succinato, fosfato, borato, HEPES, citrato, histidina, imidazol, acetato, bicar-
bonato, e outros acidos organicos; antioxidantes incluindo mas nao limitados a acido
ascorbico; polipeptideos de baixo peso molecular incluindo mas nao limitados aque-
les de menos que 10 residuos; proteinas, incluindo mas n&o limitados a albumina
sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos incluindo mas néao limita-
do a polivinilpirrolidona; aminoacidos incluindo mas n&o limitados a glicina, glutama-
to, asparagina, arginina, histidina ou derivados histidina, metionina, glutamato, ou
lisina; monossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos, incluindo mas nao
limitados a trealose, sacarose, glicose, manose, ou dextrinas; agentes quelantes in-
cluindo mas néo limitados a, EDTA e edentato disddico; ions metais divalentes inclu-
indo mas nao limitados a zinco, cobalto, ou cobre; alcool agucar incluindo mas nao
limitado a manitol ou sorbitol; contra-ions formando sal mas n&o limitado a sédio e
cloreto de sédio; e/ou tensoativos ndo idnicos incluindo mas nao limitados a Tween®
(incluindo, mas nao limitado a, Tween 80 (polisorbato 80) e Tween 20 (polisorbato
20). Pluronics® e outros acidos pulrénicos, incluindo, mas nao limitados a outros
acidos plurénicos, incluindo, mas nao limitados a acido plurénico F68 (poloxamero
188), ou PEG. Tensoativos adequados incluem, por exemplo, mas nao limitado a
poliéteres baseados sob poli(6xido etileno)-poli(éxido propileno)-poli(6xido etileno),
isto é, (PEO-PPO-PEOQO), ou poli(éxido propileno)-poli(dxido etileno)-poli(6xido propi-
leno), isto &, (PPO-PEO-PPO), ou uma combinacdo dos mesmos. PEO-PPO-PEO e
PPO-PEO-PPO sao comercialmente disponiveis sob as marcas registradas Pluro-

nics®, R-Pluronics®, Tetronics® e R-Tetronics® (BASF Wyandotte Corp., Wyandot-
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te, Mich) e sao ainda descritos na Pat. dos EUA No. 4.820.352 aqui incorporadas em
sua totalidade por referéncia. Outros polimeros bloqueadores etileno/polipropileno
podem ser tensoativos adequados. Um tensoativo ou uma combinacédo de tensoati-
vos podem ser usados para estabilizar FGF-21 Pegilado contra um ou mais estres-
ses incluindo, mas nao limitados para estresse que resultam a partir de agitagao.
Alguns dos acima podem ser referidos como “agentes de enchimento”. Alguns po-
dem também ser referidos como “modificadores de tonicidade”. Conservantes anti-
microbianos podem também ser aplicados para estabilidade de produto e efetividade
de antimicrobiano; conservantes adequados incluem, mas nao sao limitados a, alco-
ol benzilico, cloreto de benzalcdnio, metacresol, metil/propil parabeno, cresol, e fe-
nol, ou uma combinagdo dos mesmos.

[00602]Polipeptideos FGF-21 da invencéo, incluindo aqueles ligados a poli-
meros soluveis em agua, tal como PEG, pode também ser administrado por ou como
parte de sistemas de liberacdo adequada. Composi¢coes de liberacdo adequadas
incluem, incluindo mas nao limitada a, matrizes de polimero semi-permeavel na for-
ma de artigos moldados, incluindo mas nao limitados a, filmes, ou microcapsulas.
Matrizes de liberagdao adequadas incluem a partir de materiais biocompativeis tais
como poli(2-hidroxietiimetacrilato) (Langer et al, J. Biomed. Mater. Res. 15:267-277)
(1981); Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982), vinil acetato de etileno (Langer et al,
acima) ou acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico (EP 133.988), polilactideos (acido polilati-
co) (Patente dos EUA No. 3.773.919; EP 58.481), poliglicolideo (polimero de acido
glicélico), polilactideo co-glicolideo (copolimeros de acido latico e acido glicolitico)
polianidretos, copolimeros de acido L-glutdmico e gama-etil-L-glutamato (Sidman et
al, Biopolymers, 22, 547-556 (1983), poli(orto)ésteres, polipeptideos, acido hialurbni-
co, colageno, sulfato de condroitina, acidos carboxilicos, acidos graxos, fosfolipi-
deos, polissacarideos, acidos nucléicos, acidos poliamino, aminoacidos tais como
fenilalanina, tirosona, isoleucina, polinucleotideos, polivinil propileno, polivinilpirroli-
dina e silicone. Composigdes de liberagao controlada também incluem um composto

contido em lipossoma. Lipossomas contendo o composto sao preparados pelos me-
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todos conhecidos por si: DE 3.218.121; Eppstein et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
82: 3688-3692 (1985); Hwang et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 77: 4030-4034
(1980); EP 52.322; EP 36.676; Patente dos EUA No. 4.619.794; EP 143.949; Paten-
te dos EUA No. 5.021.234; Pedido de Pat. Japonesa 83-118008; Pat. dos EUA Nos.
4.485.045 e 44.544.545; e EP 102.324. Todas as referéncias e patentes citadas sao
aqui incorporadas por referéncia.

[00603]Polipeptideos FGF-21 contidos em lipossomas podem ser prepara-
dos pelos métodos descritos em, por exemplo, DE 3.218.121; Eppstein et al, Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA, 82: 3688-3692 (1985); Hwang et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
77: 4030-4034 (1980); EP 52.322; EP 36.676; Patente dos EUA No. 4.619.794; EP
143.949; Patente dos EUA No. 5.021.234; Pedido de Pat. Japonesa 83-118008; Pat.
dos EUA Nos. 4.485.045 e 44.544.545; e EP 102.324. Composi¢cao e tamanho de
lipossomas sdao bem conhecidos ou capazes de ser facilmente determinado empiri-
camente por um versado na técnica. Alguns exemplos de lipossomas como descritos
em, por exemplo, Park JW, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 92:1327-1331 (1995);
Lasic D e Papahadjopoulos D (eds): MEDICAL APPLICATIONS OF LIPOSOMES
(1998); Drummond DC, et al, Liposomal drug delivery systems for cancer therapy,
em Teicher B (ed): CANCER DRUG DISCOVERY AND DEVELOPMENT (2002);
Park JW, et al, Clin. Cancer Res. 8:1172-1181 (2002); Nielsen, UB, et al, Biochem.
Biophys. Acta 1591 (1-3):109-118 (2002); Mamot C, et al, Cncer Res. 63:3154-3161
(2003). Todas referéncias e patentes citadas sdo aqui incorporados em referéncia.

[00604]Essa dose administrada a um paciente no contexto da presente in-
vencao deve ser suficiente para causar uma resposta benéfica no paciente ao longo
do tempo. Geralmente, a quantidade farmaceuticamente efetiva total do polipeptideo
FGF-21 da presente invengao administrada parenteralmente por dose na variagao
de cerca de 0,01 pg/kg/dia a cerca de 100 pg/kg, ou cerca de 0,05 mg/kg a cerca de
1 mg/kg, do peso do corpo do paciente, embora este é sujeito para discricao tera-
péutica. A frequéncia de dose é também sujeita a discricdo terapéutica, e pode ser

mais frequente ou menos frequente que o produto do polipeptideo FGF-21 comerci-
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almente disponivel aprovado para uso em humanos. Geralmente, um polipeptideo
FGF-21 PEGilado da invengao pode ser administrado por qualquer das vias de ad-
ministragcao descrita acima.

[00605]Em algumas modalidades, polipeptideos FGF-21 modificados da
presente invencdo modulam o efeito de um agente anti-diabético. Em outra modali-
dade da presente invencdo, polipeptideos FGF-21 modificado podem ser co-
administrados com um agente anti-diabético. Em outra modalidade da presente in-
vencao, polipeptideos FGF-21 modificados podem ser administrados antes do trata-
mento com agente anti-diabético. Em outra modalidade da presente invengao, poli-
peptideos FGF-21 modificados podem ser administrados seguindo o tratamento com
um agente anti-diabético. Em outra modalidade da presente invencgao, polipeptideos
FGF-21 modificados sado co-administrados com metformina. Em outra modalidade da
presente invencao, tratamento terapéutico com polipeptideos FGF-21 da invencéo e
metformina aumenta a habilidade de metformina para modular glicose plasmatica,
em presencga ou auséncia de insulina. Em terapia de combinag¢do, metformina tem
sido usada com sulfoniluréia, inibidores de alfa-glucosidase, troglitazeon, e insulina.
Metformina combinada com uma sulfoniluréia aumenta a sensibilidade a insulina e
podem diminuir a glicose plasmatica. Alternativamente, metformina com repaglinida
podem ser mais efetivas que glipizida, e pelo menos tao efetiva como gliburida, em
manter o controle glicémico ao longo de muitos meses. Metformina com troglitazona
melhora o controle da glicose em excesso do agente sozinho. Inzucchi et al, New
Eng. J. Med. 338:867-72 (1998). Em algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21
da presente invengao sao co-administrados com Klotho beta. Em algumas modali-
dades, os polipeptideos FGF-21 da presente invengao sdo co-administrados com
Klotho beta que inclui um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados. Em
algumas modalidades, os polipeptideos FGF-21 da presente invengdo sao co-
administrados com Klotho beta e um agente anti-diabético. Em algumas modalida-
des, os polipeptideos FGF-21 da presente invengdo sao co-administrados com um

agente anti-diabético. Em algumas modalidades, polipeptideos FGF-21 da presente
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invengao sao utilizadas em combinagdo com um ou mais dos seguintes: Taurina,
Acido Alfa Lipdico, um extrado de Mulberry, Crémio, Glutamina, Enicostemma littora-
le Blume, Scoparia dulcis, um extrato de Tarragon e Andrographis paniculata. Em
algumas modalidades, polipeptideos FGF-21 da presente invengao sao utilizadas em
combinagdao com um ou mais dos seguintes: preparagdes de insulina (por exemplo,
extratos de preparagdes de insulina animal a partir de pancreas de boi e porco; pre-
paragdes de insulina humana geneticamente usando Escherichia coli, levedura; in-
sulina com zinco; protamina insulina com zinco; fragmento ou derivados de insulina
(por exemplo, INS-1), preparacao de insulina oral), sensibilizadores de insulina (por
exemplo, pioglitazina ou um sal do mesmo (preferivelmente cloridrato), rosiglitazina
ou um sal do mesmo (preferivelmente maleato), Netoglitazona, Rivoglitazina (CS-
011), FK-614, o composto descrito em WOO01/38325, Tesaglitazar (AZ-242), Ragagli-
tazar (N,N-622), Muraglitazar (BMS-298585), Edaglitazona (BM-13-1258), Metagli-
dasen (MBX-102), Naveglitazar (LY-519818), MX-6054, LY-510929, AMG-131 (T-
131), THR-0921), inibidores da a-glucosidase (por exemplo, voglibose, acarbose,
miglitol, emiglitato etc), biguanidas (por exemplo, fenformina, metformina, buformina
ou um sal dos mesmos (por exemplo, cloridrato, fumarato, succinato)), secretagoges
de insulina [sulfonuliréia (por exemplo, tolbutamida, glibenclamida, gliclazida, clor-
propamida, tolazamida, acetoexamida, glicopiramida, glimepirida, glipizida, glibuzol),
repaglinida, nateglinida, mitiglinida ou hidrato de sal de calcio dos mesmos], inibido-
res da dipeptidil peptidase IV (por exemplo, Vidagliptin (LAF237), P32/98, Sitagliptin
(MK-431), P93/01, PT-100, Saxagliptin (BMS-477118), T-6666, TS-021), beta.3 ago-
nistas (por exemplo, AJ-9677), agonistas GPR40, polipeptideos do tipo glucagon (l)
(glp 1), (glp2), ou outros hormonios peptideos diabetogénicos, agonistas do receptor
GLP-1 [por exemplo, GLP-1, agente GLP-1MR, N,N-2211, AC-2993 (exendin-4),
BIM-51077, Aib(8,35)hGLP-1 (7,37)NH.sub.2, CJC-[131], agonistas amilina (por
exemplo, pramlintida), inibidores da fosfotirosina fosfatase (por exemplo, vanadato
de sddio), inibidores gliconeogénese (por exemplo, inibidores da glicogénio fosforila-

se, inibidores da glicose-6-fosfatase, antagonista do glucagon), inibidores SGLUT

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 301/412



284/345

(co-transportador de sodio-glicose) (por exemplo, T-1095), inibidores da 11.beta-
hidroxiesterdide deidrogenase (por exemplo, BVT-3498), adiponectina ou agonistas
dos mesmos, inibidores IKK (por exemplo, AS-2868), drogas que aumentam a resis-
téncia a leptina, agonistas do receptor de somatostatina (compostos descritos em
WO01/25228, WO03/42204, WO98/44921, W0O98/45285, W099/2273.5 etc), ativido-
res da glucoquinase (por exemplo, R.sup.0-28-1675), GIP (peptideo insulinotrépico
dependente de glicose).

[00606]Em algumas modalidades, polipeptideos da presente invengao sao
utilizadas em combinagdo com potenciadores de insulina tais como, incluindo, mas
n&o limitado a, Taurina, Acido Alfa Lipdico, um extrado de Mulberry, Crémio, Gluta-
mina, Enicostemma littorale Blume, Scoparia dulcis, um extrato de Tarragon e An-
drographis paniculata. Em outra modalidade, a presente invengdo pode compreen-
der um ou mais de Isomalt, Trealose ou D-Manose para ainda potenciar a secreg¢ao
ou atividade de insulina. Em uma modalidade adicional, o potenciador de insulina e
polipeptideos da presente invencdo sao usado em adicdo a outro agente anti-
diabético.

[00607]Uma forma em que a eficacia terapéutica dos polipeptideos e terapi-
as combinadas incluindo os polipeptideos da presente invengado pode ser determi-
nado € através da reducgao nos niveis de HbA1c do paciente. Em uma modalidade,
polipeptideos da presente invengao diminui os niveis de HbA1c por pelo menos 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%,
18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% ou pelo menos 50% de mudanca
a partir dos niveis HbA1c dois meses antes da terapia comegar com polipeptideos
FGF-21 modificados, a partir de trés meses antes do inicio da terapia com polipepti-
deos FGF-21, ou por mudangas de porcentagem a partir da linha de base. Em outra
modalidade, polipeptideos da presente invencdo administrados a um paciente tam-
bém sendo tratados com um agente anti-diabético modula a habilidade do agente
anti-diabético para diminuir a glicose sanguinea. Em outra modalidade, polipeptideos

da presente invengao administrados a um paciente também sendo tratados com um
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agente anti-diabético niveis inferiores de HbA1c por pelo menos 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% ou pelo menos 50% de mudanca a partir dos
niveis HbA1c dois meses antes da terapia comecar com polipeptideos FGF-21 modi-
ficados, a partir de trés meses antes do inicio da terapia com polipeptideos FGF-21,
ou por mudancgas de porcentagem a partir da linha de base.

[00608]Em outra modalidade, polipeptideos FGF-21 modificados da presente
invengado modulam a habilidade de Troglitazona diminuir requerimentos de insulina.
Em outra modalidade, modalidade adicional, polipeptideos FGF-21 modificados da
presente invencao quando administrados a um paciente sendo tratados com Trogli-
tazona ainda diminuem os requerimentos de insulina do referido paciente. Troglita-
zona usada em combinagdo com a presente invengao pode ser usada para atrasar
ou prevenir diabetes do Tipo 2 em certas modalidades da presente invengéo.

[00609]Em uma modalidade da presente invencao, polipeptideos FGF-21
modificados s&o co-administrados com uma sulfoniluréia. Em outra modalidade da
presente invencao, polipeptideos FGF-21 modificados sdo administrados antes do
tratamento com sulfoniluréia. Em outra modalidade da presente invengao, polipepti-
deos FGF-21 sao administrados apés o tratamento com uma sulfoniluréia. Em algu-
mas modalidades da presente invencgao, tratamento com uma dose terapéutica de
polipeptidicos FGF-21 modicados modulam glicose sérica. Em outra modalidade,
polipeptideos FGF-21 da presente invencédo sdo administrados com Klotho beta que
modula os efeitos dos polipeptideos na glicose sanguinea. Em outra modalidade,
polipeptideos FGF-21 da presente invengcédo sdo administrados com Klotho beta que
diminui a glicose sanguinea mais que o uso dos polipeptideos FGF-21 modificados
sozinhos. Em outra modalidade, essas mudangas sdo medidas usando testes
HbA1c. Em outra modalidade, polipeptideos FGF-21 da presente invengao e Klotho
beta sdo administrados e um paciente sendo tratados com um agente anti-diabético
que diminui glicose sanguinea mais que uso de agente anti-diabético sozinho.

XV. Usos Terapéuticos de Polipeptideos FGF-21 da Invencéao
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[00610]Os polipeptideos FGF-21 da invengao sao uteis para tratar uma am-
pla variedade de disturbios.

[00611]Polipeptideos FGF-21 da invengao podem ser usados para tratar
mamiferos sofrendo de Diabetes Mellitus ndo dependente de insulina (DMNDI: Tipo
2), diabetes dependente de insulina (Tipo 1), bem como obesidade, depuragao de
glicose inadequada, hiperglicemia, hiperinsulinemia, e qualquer outra doenga ou
condigao que pode ser mediada por FGF-21. Intolerancia a glicose pode ser definida
como uma sensibilidade excepcional a glicose. Hiperglicemia é definida como um
excesso de agucar (glicose) no sangue. Hiperinsulinemia é definida como um nivel
mais alto que o normal de insulina no sangue. Resisténcia a insulina é definida como
um estado em que uma quantidade normal de insulina produz uma resposta biologi-
ca subnormal. Obesidade, em termos de paciente humano, pode ser definida como
peso corporal de 20% acima do peso corporal ideal para uma dada populagéo (R.H.
Williams, Livro Texto de Endocrinologia, 1974, p. 904-916).

[00612]Diabetes mellitus € caracterizada em dois amplos grupos baseados
em manifestagdes clinicas, denominados, a forma nado dependente de insulina ou
forma inicial na maturidade, também conhecida como tipo 2; e a dependente de in-
sulina ou forma de inicio na juventude, também conhecido com o tipo 1. clinicamen-
te, a maioria do tipo 2, diabéticos de inicio na maturidade sdo obesos, com manifes-
tacdes de sintomas clinicos da doenga usualmente aparecendo em uma idade acima
dos 40. em contraste, tipo 1, pacientes de inicio na juventude n&o sao estao além do
peso relativo a sua idade e altura, com rapido inicio da doenga em uma idade preco-
ce, sempre antes dos 30, embora a diabetes do tipo 1 pode ocorrer em qualquer
idade.

[00613]diabetes mellitus e um disturbio metabdlico em humanos com uma
prevaléncia de aproximadamente m porcento na populagdo geral, com um quarto
desses sendo o tipo 1 (foster, d.w., harrison’s principles if internal medicine, cap.
114, pp. 661-678, 10? ed., mcgraw-hill, nova iorque). A doenca manifesta sozinha

como uma série de anormalidades metabdlicas induzidas por hormdnio que eventu-
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almente levam a complicagdes sérias, de longo termo e debilitantes, envolvendo va-
rios sistemas de orgéos incluindo olhos, rins, nervos e vasos sanguineos. patologi-
camente, a doenga é caracterizada por lesdes de base em membranas, demonstra-
vel sob microscopia eletrénica.

[00614]Diabetes mellitus ndo dependente de insulina (DMNDI: Tipo 2) € uma
doenca debilitante caracterizada por altos niveis de glicose, insulina e corticosterdi-
des circulante no sangue. A incidéncia de diabetes do Tipo 2 € alta e aumentado e
esta se tornando uma causa lider de mortalidade, morbidade e gasto em cuidado da
saude através do mundo (Amos et al, Diabetic Med. 14:S1-85, 1997).

[00615]As causas da diabetes do Tipo 2 ndo sao bem entendidos. Diabetes
do Tipo 2 é caracterizada pelo excesso de produgao de glicose em despeito da via-
bilidade de insulina, e niveis circulantes de glicose permanecem excessivamente
altos como um resultado da depuracdo de glicose inadequada. E pensado que am-
bas, resisténcia de tecidos alvos a ac¢ao de insulina e diminuigdo da secrecao de in-
sulina (“faléncia de célula B”) ocorrem. Tecidos responsivos a insulina principais para
homeostase de glicose séo figado, em que insulina estimula a sintese de glicogénio
e inibe a gliconeogénese; musculo, em que insulina estimula sintese de glicogénio e
inibe a gliconeogénese; musculo, em que a insulina estimula captagcéo de glicose e
glicogénio estimula a captacéo de glicose e inibe a lipdlise. Entdo, como uma conse-
quéncia da condi¢ao diabética, existem elevados niveis de glicose no sangue, e pro-
longado alto agucar sanguineo ¢é indicativo de uma condigdo que causara vaso san-
guineo e dano nervoso.

[00616]Correntemente, existem varias abordagens farmacoldgicas para o
tratamento da diabetes do Tipo 2 (Scheen et al, Diabetes Care, 22(9):1568-1577,
1999). Eles atuam através de diferentes formas de acao: 1) sulfoniluréias essencial-
mente estimulam a secrec¢ao de insulina; 2) biguanidas (metformina) atuam promo-
vendo a utilizacédo de glicose, reduzindo a producgao de glicose hepatica e diminuin-
do a saida de glicose intestinal; 3) inibidores da a-glucosidase (acarbose, miglitol)

diminui a digestao de carboidrato e consequentemente a absorgio intestinal e reduz
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a hiperglicemia pés-prandial; 4) tiazol-idinadionas (triglitazona) aumenta a agao de
insulina, entao, promovendo a utilizagao de glicose nos tecidos periféricos; e 5) insu-
lina estimula utilizagdo de glicose tecidual e inibe a saida da glicose hepatica. As
abordagens farmacolégicas mencionadas podem ser usadas individualmente ou em
combinagao de terapia. Entretanto, cada abordagem tem suas limitagdes e efeitos
adversos.

[00617]Obesidade é uma doencga crbnica que é altamente prevalente na so-
ciedade moderna e esta associada ndo somente com um estigma social, mas tam-
bém com amplitude de vida diminuida e numerosos problemas meédicos, incluindo
desenvolvimento de psicoldgico adverso, disturbios dermatoldgicos, tais como, in-
fecgbes, variconse venosa, tolerancia a exercicio, diabetes mellitus, resisténcia a
insulina, hipertensao, hipercolesterolemia, e doenga coronaria cardiaca. Rissanen et
al, British Medical Journal, 301:835-837 (1990).

[00618]Terapias existentes para obesidade incluem dietas padrbes e exerci-
cios, dietas de muito baixas calorias, terapia comportamental, farmacoterapia envol-
vendo supressores de apetite, drogas termogénicas, inibidores de absorgdo de co-
mida, dispositivos mecanicos tais como conexao de maxilar, cintura de cordas e ba-
I6es, cirurgia. Jung e Chong, Clinical Endocrinology, 35:11-20 (1991); Bray, Am. J.
Clin. Nutr. 55:528S5-544S (1992).

[00619]Considerando a alta prevaléncia de obesidade em nossa sociedade e
as sérias consequéncias associadas a mesma, qualquer droga terapéutica potenci-
almente util na reducédo de peso de pessoas obesas podem ter um profundo efeito
benéfico em sua saude. Existe uma necessidade na técnica para uma droga que
reduzira o peso corporal total de pacientes obesos para seu peso ideal sem efeitos
adversos significante e que ajudardo o paciente obeso a manter o nivel de reducao
de peso.

[00620]E assim desejavel prover um regime de tratamento que & util em re-
tornar o peso corpéreo de pacientes obesos ao normal, peso corpéreo ideal. E ainda

desejavel prover uma terapia para obesidade que resulte em manutencdo do peso
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corporeo diminuido por um periodo de tempo estendido.

[00621]Obesidade é altamente correlacionada com resisténcia a insulina e
diabetes em animais experimentais e humanos. De fato, a obesidade e resisténcia a
insulina, a ultima é geralmente acompanhada por hiperinsulinemia ou hiperglicemia,
ou ambos, sao marcadores da diabetes do Tipo 2. Em adigao, diabetes do Tipo 2 &
associada com um risco dobrado ou quadruplicado de doencga arterial coronaria.
Apesar das décadas de pesquisa nesses sérios problemas de saude, a etiologia da
obesidade e resisténcia a insulina € desconhecida.

[00622]Diabéticos do Tipo 1 caracteristicamente mostram muito baixa ou
imensuravel insulina plasmatica com elevado glucagon. A despeito da exata etiolo-
gia, a maioria dos pacientes do Tipo 1 tem anticorpos circulantes direcionados contra
suas células pancreaticas incluindo anticorpos para insulina, as células citoplasmati-
cas da ilhota de Langerhans e a enzima acido glutdmico descarboxilase. Uma res-
posta imune especificamente direcionada contra células beta (células produtoras de
insulina) leva a diabetes do Tipo 1. Esta especificidade é suportada pela figura clini-
ca acima, desde que células beta secreta, insulina enquanto células alfa secretam
glucagon.

[00623]Regimes terapéuticos correntes para diabetes do Tipo 1 incluem mo-
dificagdes na dieta a fim de minimizar a hiperglicemia resultante da auséncia de in-
sulina natural, que por sua vez, é o resultado de células beta danificadas. Dieta é
também modificada com respeito a administragao de insulina para conter os efeitos
hipoglicémicos do horménio. Qualquer que seja a forma de tratamento, administra-
¢ao parenteral de insulina é requerida para todos os diabéticos do Tipo 1, dai o ter-
mo diabetes “insulino-dependente”.

[00624]Entao, existe uma necessidade para uma terapia efetiva de diabetes
do Tipo 2 que tem poucos efeitos adversos que as abordagens farmacéuticas dispo-
niveis. Além disso, uma terapia alternativa efetiva para insulina pode ser util para o
tratamento do diabetes do Tipo 1. A presente invencéo prové uma terapia farmaco-

l6gica que estimula a captacédo de glicose e aumenta a sensibilidade a insulina nos
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tecido periféricos e tem menor efeitos adversos que os regimes de tratamento cor-
rentes para o diabetes Tipo 2. Em adi¢ao, a presente invencao prové um tratamento
alternativo para diabetes do Tipo 1. Além disso, a presente invencgao € util para tratar
a obesidade por aumento do gasto de energia por utilizacdo mais rapida e mais efi-
ciente da glicose.

[00625]A presente invengao prové um método para tratar um mamifero exi-
bindo um ou mais de diabetes Tipo 1, diabetes Tipo 2, obesidade, resisténcia a insu-
lina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, ou hiperglicemina, compreendendo ad-
ministracdo ao referido mamifero em necessidade de tal tratamento uma quantidade
terapeuticamente efetiva do polipeptideo FGF-21 da invengao.

[00626]O0 método de tratar pode ser suficiente para alcangar no referido
mamifero pelo menos uma das seguintes modificagbes: reducdo do estoques de
gordura do corpo, diminuigdo na resisténcia a insulina, redugao de hiperinsulinemia,
aumento na tolerancia a glicose, e reducéo de hiperglicemia.

[00627]Em outro aspecto, a presente invencao relaciona-se a um método de
tratar um animal doméstico incluindo, mas nao limitado a gado, porcos, ovelhas, ca-
valos, e semelhantes compreendendo a administracdo de uma quantidade efetiva do
FGF-21 ou variante do mesmo, a fim de reduzir os estoques de gordura corpoérea. A
reducao dos estoques de gordura corpérea em um longo termo, ou em base perma-
nente em animais domésticos pode obviamente ser de consideravel beneficio eco-
ndémico ao homem, particularmente desde que os animais suprem a principal por¢cao
da dieta do homem; e o animal gordo pode terminar como depdsitos novos de gor-
dura no homem.

[00628]Fatore de crescimento de fibroblasto 21 (FGF-21) pode ser usado pa-
ra reduzir a morbidade e mortalidade associada com pacientes criticamente doentes.
Ver Publicagdo da Patente dos EUA No. 20050176631 que é aqui incorporada por
referéncia em sua totalidade. Pacientes criticamente doentes requerem cuidado in-
tensivo por um periodo de tempo extenso tendo um alto risco de morte e substancial

mortalidade. Uma causa comum para admisséo de pacientes em unidades de cuida-
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do intensivo (UCIs) é a sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SRISs) associ-
ada com insultos infecciosos (sepse) bem como causas patolégicas nao infecciosas
tais como pancreatite, isquemia, trauma multiplo e injuria tissular, choque hemorragi-
co, € injuria de 6rgdo mediada por imunidade. A presente invengdo também compre-
ende um método de redugcido da mortalidade e morbidade em pacientes criticamente
doentes sofrendo de sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SRIS) associada
com insultos infecciosos, bem como causas patoldgicas nao infecciosas que com-
preendem administracdo a pacientes criticamente doentes de uma quantidade tera-
peuticamente efetiva de FGF-21. Exemplos de condigdes que envolvem SRIS inclu-
em sepse, pancreatite, isquemia, trauma multiplo e injuria tissular, choque hemorra-
gico, injuria de 6rgao mediada por imunidade, sindrome de estresse respiratério
agudo (SERA), choque, faléncia renal, e sindrome da disfungdo multipla dos 6rgaos
(SDMO). A presente invengao também compreende um método para reduzir a mor-
talidade e morbidade em pacientes criticamente doentes sofrendo de estresse respi-
ratorio.

[00629]Uma complicacao frequente de SRIS é o desenvolvimento de disfun-
¢ao sistémica do 6rgao incluindo sindrome de estresse respiratério agudo (SERA),
choque, faléncia renal, e sindrome da disfungdo multipla dos 6rgaos (SDMO), todas
as quais amplificam o risco de um final adverso. Enquanto muitos especialistas
acreditam que alguns tipos de suporte nutricional sejam benéficos para pacientes
criticamente doentes para ajudar a restaurar a estabilidade metabdlica, os beneficios
e especificidade de tal suporte permanecem controverso devido a auséncia de tes-
tes clinicos aleatorios bem controlados.

[00630]Porque a hiperglicemia e resisténcia a insulina sdo comuns em paci-
entes criticamente doentes dados o suporte nutricional, alguns UCls administram
insulina para tratar hiperglicemia excessiva na alimentagao de pacientes criticamente
doentes. De fato, estudos recentes documentam o uso de insulina exégena para
manter a glicose sanguinea em um nivel ndo muito mais alto que 110 mg por decili-

tro reduz a morbidade e mortalidade entre pacientes criticamente doentes na unida-
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de de cuidado intensivo cirurgico, a despeito se eles tiveram uma histéria de diabe-
tes (Van der Bergue, et al, N. Engl. J. Med., 345(19):1359, 2001).

[00631]A presente invengdo compreende um método para reduzir a mortali-
dade e morbidade nesses pacientes criticamente doentes através da administragao
do FGF-21. Os pacientes criticamente doentes compreendidos pela presente inven-
¢ao geralmente experimentam um estado hipermetabdlico instavel. Este estado me-
tabdlico instavel é devido a mudangas no metabolismo do substrato que pode levar a
deficiéncias relativas em alguns nutrientes. Geralmente existe uma oxidagao aumen-
tada de ambos, gordura e musculo.

[00632]Os pacientes criticamente doentes em que a administragao do FGF-
21 pode reduzir o risco de mortalidade e morbidade sao preferivelmente pacientes
que experimentam sindrome de resposta inflamatéria sistémica ou estresse respira-
tério. Uma redugao na morbidade significa reducédo da possibilidade que um pacien-
te criticamente doente desenvolvera doengas adicionais, condi¢gdes, ou sintomas ou
reducao da severidade de doengas adicionais, condi¢gdes ou sintomas. Por exemplo,
reducdo da morbidade por corresponder a uma diminui¢do na incidéncia de bacte-
remia ou sepse ou complicagdes associadas com faléncia multipla dos 6rgaos.

[00633]Sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SRIS) descreve um
processo inflamatério associado com um grande numero de condigbes clinicas e
inclui, mas nao é limitado, a mais que uma das seguintes manifestagdes clinicas: (1)
uma temperatura corporal maior que 38°C ou menor que 36°C; (2) uma taxa cardia-
ca maior que 90 batimentos por minuto; (3) taquipnéia, manifestada por uma taxa
respiratoria maior que 20 respiragdes pode minuto, ou hiperventilagdo, como indica-
do por um PaCo2 de menos que 32 m Hg; e (4) uma alteragao da contagem de célu-
las brancas sanguineas, tais como, uma contagem maior que 12000/cu mm, uma
contagem de menos que 4000/ cu mm, ou a presenga de mais que 10% de neutrofi-
los imaturos. Essas mudancas fisioldgicas devem representar uma alteracdo aguda
a partir da linha base na auséncia de outras causas conhecidas para tais anormali-

dades, tais como quimioterapia, neutropenia induzida, e leucopenia.
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[00634]Sepse € definida como um SRIS aumentado a partir de infecgao.
Causas patogénicas nao infecciosas de SRIS podem incluir pancreatite, isquemia,
trauma multiplo e injuria tissular, incluindo, mas n&o limitado a injurias de esmaga-
mento ou queimaduras severas, choque hemorragico, injuria de érgao mediada por
imunidade, e administragcdo exdgena de tais mediadores pontuais do processo in-
flamatério como fator de necrose tumoral e outras citocinas.

[00635]Choque séptico e disfuncdo em multiplos 6rgaos sao os principais
contribuidores para a morbidade e mortalidade no ambiente UCI. Sepse é associada
com e mediada pela ativagao de um numero de mecanismos de defesa do hospedei-
ro incluindo a rede de citocinas, leucdcitos, e cascata de complemento, e sistemas
de coagulagao/fibrindlise incluindo o endotélio. Coagulacao intravascular dissemina-
da (CID) e outros graus de consumo de coagulopatia associada com deposicédo de
fibrina dentro da microvasculatura de varios o6rgaos, sdao manifestacbes de
sepse/choque séptico. Os efeitos em cascata da resposta de defesa do hospedeiro
em oOrgaos alvos € uma importante mediadora no desenvolvimento de sindrome de
disfuncao de multiplos érgaos (SDMO) e contribui para o pobre progndstico de paci-
entes com sepse, sepse severa e sepse complicada por choque.

[00636]Estresse respiratério denota uma condicdo em que pacientes tém di-
ficuldade de respirar devido a algum tipo de disfungdo pulmonar. Sempre esses pa-
cientes exibem graus variados de hipoxemia que podem ou nao podem ser refrata-
rios para tratamento com oxigénio suplementar. Estresse respiratorio pode ocorrer
em pacientes com fungcdo pulmonar impedida devido a injuria direta no pulmao ou
pode ocorrer devido a injuria indireta no pulmao tal como no ambiente de um pro-
cesso sistémico. Em adicdo, a presenca de disturbios pré-disponentes multiplos
substancialmente aumentam o risco, como faz a presenga de fatores secundarios
tais como abuso crénico de alcool, doencga crénica pulmonar, e baixo pH sérico.

[00637]Algumas causas de injuria pulmonar direta incluem pneumonia, aspi-
racdo de conteudos gastricos, contusdo pulmonar, gordura embdlica, quase-

afogamento, injuria de inalagao, alta altitude e edema de reperfusao pulmonar apos
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transplante pulmonar ou embolectomia pulmonar. Algumas causas de injuria indireta
pulmonar incluem sepse, trauma severo com choque e multiplas transfusdes; bypass
cardiopulmonar, overdose de droga, pancreatite aguda, e transfusdes de produtos
sanguineos.

[00638]Uma classe de disturbios pulmonares que causam estresse respira-
toério sado associados com a sindrome conhecida como Cor Pulmonale. Esses distur-
bios sdo associados com hipoxemia cronica resultando em aumento da pressao den-
tro da circulagao pulmonar chamada hipertensdo pulmonar. O resultado da hiperten-
sao pulmonar aumenta o trabalho de carregamento do ventriculo direito, entao le-
vando ao seu alargamento ou hipertrofia. Cor Pulmonale geralmente apresente co-
mo faléncia cardiaca direita definida por um aumento sustentado na pressao ventri-
cular direita e evidéncia clinica de retorno venoso reduzido no coragao direito.

[00639]Doencas pulmonares cronicas obstrutivas (DPCOs) que incluem en-
fisema e bronquite cronica também causam estresse respiratorio e sdo caracteriza-
das pela obstrugao do fluxo de ar. DPCOs sao a quarta causa lider de morte e rei-
vindica mais de 100.000 vidas anualmente.

[00640]Sindrome do estresse respiratério agudo (SERA) é geralmente pro-
gressiva e caracterizada por estagios distintos. A sindrome é geralmente manifesta-
da pelo rapido inicio da faléncia respiratéria em um paciente com um fator de risco
para a condicdo. Hipoxemia arterial que refrataria ao tratamento com oxigénio su-
plementar € um aspecto caracteristico. Deve ter enchimento alveolar, consolidagéo,
e atelectase ocorrendo nas zonas dependentes do pulméo; entretanto, areas nao
dependentes podem ter inflamacao substancial. A sindrome pode progredir para al-
veolite fibrosante com hipoxemia persistente, aumento do espago morte alveolar, e
uma diminui¢ao adicional na submissao pulmonar. Hipertensdo pulmonar que resulta
a partir do dano na cama de capilares pulmonares podem também se desenvolver.

[00641]A severidade da injuria pulmonar clinica varia. Ambos, pacientes com
hipoxemia menos severa como definido pela proporg¢ao da pressao parcial do oxigé-

nio arterial para a fragao do oxigénio inspirado como 300 ou menos e pacientes com

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 312/412



295/345

hipoxemia mais severa como definida por uma propor¢gdo de 200 ou menos sao
compreendidos pela presente invengao. Geralmente, pacientes com uma proporgao
de 300 ou menos sao classificados como tendo uma injuria pulmonar aguda e paci-
entes tendo uma proporgao de 200 ou menos sao classificados como tendo sindro-
me do estresse agudo respiratorio.

[00642]A fase aguda da injuria pulmonar aguda é caracterizada por um influ-
xo de fluido de edema rico em proteina nos espagos aéreos como uma consequén-
cia da permabilidade vascular aumentada da barreia alveolar-capilar. A perda da
integridade epitelial em que a permeabilidade esta alterada pode causar hemorragia
alveolar, rompimento do transporte normal de fluidos que afeta a remocao de edema
fluido a partir do espaco alveolar, redugcédo da producéao e retroalimentacao de tenso-
ativo, leva ao choque séptico em pacientes com pneumonia bacteriana, e causa fi-
brose. Sepse € associada com risco mais alto mais progressdo de injuria aguda
pulmonar.

[00643]Em condic¢des tal como sepse, onde hipermetabolismo ocorre, existe
uma quebra acelerada de proteina, ambas, para sustentar gliconeogénese e para
liberar os aminoacidos requeridos para aumentar a sintese protéica. Hiperglicemina
pode estar presente em altas concentragdes de triglicerideos e outros lipideos no
soro podem estar presentes.

[00644]Para pacientes com funcgao respiratéria comprometida, hipermetabo-
lismo pode afetar a proporgéo da producao de didxido de carbono para consumo de
oxigénio. Isto & conhecido como o quociente respiratério (R/Q) e em individuos nor-
mais esta entre cerca de 0,85 e cerca de 0,90. Excesso de gordura no metabolismo
tem uma tendéncia a diminuir o R/Q enquanto o metabolismo de glicose aumenta o
R/Q. Pacientes com estresse respiratorio sempre tém dificuldade de eliminagédo de
dioxido de carbono e entdo tém quocientes respiratorios anormalmente altos.

[00645]Pacientes criticamente doentes compreendidos pela presente inven-
¢ao também geralmente experimentais uma resposta particular de estresse caracte-

rizado por uma diminuic&do transiente da maioria dos produtos celulares e a super-
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regulacdo de proteinas do choque térmico. Além disso, esta resposta ao estresse
envolve a ativagdo de horménios tais como glucagon, horménios do crescimento, e
citocinas pré- e antiinflamatdrias. Enquanto esta resposta ao estresse parece ter
uma funcao protetora, a resposta cria instabilidade metabdlica adicional nesses pa-
cientes criticamente doentes. Por exemplo, ativagao desses horménios especificos
causa elevagao na glicose sérica que resulta em hiperglicemia. Em adi¢do, danos ao
coracao e outros 6rgaos podem ser exacerbados por estimulo adrenérgico. Ainda,
pode ter mudancgas na tiredide que podem ter efeitos significantes na atividade me-
tabalica.

[00646]Quantidade média de FGF-21 pode variar e em particular devem ser
baseadas em recomendacdes e prescricdo de um médico qualificado. A quantidade
extada de FGF-21 é uma questao de preferéncia sujeita a fatores tais como exato
tipo de condicdo a ser tratada, a condicdo do paciente a ser tratado, bem como ou-
tros ingredientes na composicédo. A invengao também prové para administracdo de
uma quantidade terapeuticamente efetiva de outro agente ativo. A quantidade a ser
dada pode ser facilmente determinada por um versado na técnica baseada na tera-
pia com FGF-21.

[00647]Composicdes farmacéuticas da invengao podem ser fabricadas em
uma forma convencional.

EXEMPLOS

[00648]0s exemplos seguintes sdo oferecidos para ilustrar, mas nao para
limitar a reivindicacao de invencgéo.

Exemplo 1

[00649]Este exemplo descreve um de varios conjuntos de critérios potenciais
para a selecado da regidao de incorporagao de aminoacidos nao naturalmente codifi-
cados no FGF-21.

[00650]Figura 1 mostra a homologia sequencial entre FGF-21 (Proteina
acesso numero BC018404) e FGF-19 (Proteina acesso numero BAA75500) como

determinado usando o vetor NTI (Invitrogen; Carlsbad, CA). Os aminoacidos marca-
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dos com um asterisco sao similares entre as duas moléculas. Os aminoacidos que
estdo sublinhados sao idénticos entre os dois polipeptideos. Sete diferentes polipep-
tideos de FGF-21 foram gerados substituindo um aminoacido codificado naturalmen-
te por um aminoacido codificado ndo-naturalmente. Cada polipeptideo tem um dos
aminoacidos marcados com um retangulo na Figura 1 substituidos por para-
acetilfenilalanina. Os polipeptideos gerados nao apresentam a sequéncia lider mos-
trada nas Figuras 1 e 3 e foram marcados no N terminal com 6 residuos de histidina.
SEQ ID NO.: 1 é uma sequéncia de 181 aminoacidos de FGF-21 humano (forma P)
sem a sequéncia guia. SEQ ID NO.: 2 é a sequéncia de FGF-21 humano (forma P)
sem a sequéncia guia e com a marca de His no N terminal. Cada um dos aminoaci-
dos gerados tem uma substituicdo do aminoacido codificado n&o-naturalmente nas
seguintes posicdes 10, 52, 77, 117,126, 131 e 162 da SEQ ID NO: 1.

[00651]Figura 2 mostra a estrutura do FGF-19 humano que foi obtido de um
Banco de Dados de Proteina (PDB) (Bernstein et al. J. Mol. Biol. 1997, 112, pp535)
(1PWA) e foi classificado usando o softwear PyMOL (DelLano Scientific; Palo Alto,
CA). Os aminoacidos correspondentes a V34, L79, G104, S144, K155, L160, e S196
de FGF-19 foram substituidos com para-acetilfenilalanina no polipeptideo FGF-21 da
invencao. A linha tracejada indica regides que nao foram modificadas na estrutura
original.

[00652]Figura 3 mostra a homologia sequencial entre FGF-21 (proteina
acesso numero BC018404) e FGF-2 (proteina acesso numero BAA75500) como de-
terminado usando o vetor NTI (Invitrogen; Carlsbad, CA). Os aminoacidos marcados
com asterisco sao similares entre as duas moléculas. Os aminoacidos que estao
sublinhados sao idénticos entre os dois polipeptideos. Os sete aminoacidos mostra-
dos na Figura 1como regides para substituicdo estdo também marcados por retangu-
los na Figura 3.

[00653]Figura 4 mostra a estrutura de FGF-2 humano que foi obtida do PDB
(1CVS) e foi classificada usando o softwear PyMOL (DeLano Scientific; Palo Alto,

CA). As estruturas cinza sao receptores FGF 1 humanos (FGFR1) e a preta é FGF2
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humano. Plotnikov, NA et al Cell 1999, 3 de Setembro; 98 (5): 641-50 descreve a
estrutura cristalina de FGF2 ligado ao receptor FGF. Os aminoacidos corresponden-
tes a F21, K62, K86, V125, K134, T139 de FGF-2 foram substituidos com para-
acetilfenilalanina no polipeptideo FGF-21 da invencao. A linha tracejada indica regi-
oes que nao foram modificadas na estrutura original.

[00654]0utro conjunto de critérios para a selegao de regides preferenciais de
incorporacao de aminoacidos nao naturalmente codificados € o seguinte. Dez estru-
turas cristalinas do banco de dados de proteina foram usadas como modelo para
estrutura de FGF-21: 1PWA (FGF-19 humano); 11JT ( FGF-4 humano); 1INUN (com-
plexo FGF10- receptor FGF 2b humano); 1G82 (dimero FGF-9 humano com recep-
tor FGF e heparina); 1IHK (FGF-9 humano); 1BAR (FGF-1 bovino); 1QQK (FGF-7 de
rato); 1K5U (FGF-1 humano); 1FQ9 (FGF-2 humano com receptor FGF1 e hepari-
na); e 2FDB (FGF-8 humano com receptor FGF 2c¢). As coordenadas para estas es-
truturas estdo disponiveis no banco de dados de proteina (PDB) (Bernstein et al. J.
Mol. Biol. 1997, 112, pp535). Uma comparagao das estruturas cristalinas indicou que
elas foram todas muito similares na estrutura do nucleo. No entanto, as por¢oes N e
C- terminais demonstraram ser altamente divergentes entre estas moléculas de
FGF, e, portanto, a terminagdo ndao pode ser modelada. A modelagem identificou
dois residuos, Y22 e Y104, que foram altamente conservados e foram envolvidos
com ligagcao ao receptor. Duas potenciais regides ligadoras a heparina foram tam-
bém identificadas envolvendo R36 e E37. As posi¢cdes de aminoacidos identificadas
para a ligacado com o receptor e com residuos de heparina correspondem a SEQ ID
NO:1.

[00655]Como resultado, residuos foram identificados em 1) nao interfeririam
com a ligacao ao receptor FGF ou heparina, 2) nao estariam presentes no interior da
proteina, e 3) ndo estariam em regides que fossem fracamente consistentes entre as
estruturas cristalinas. Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao natu-
ralmente codificados sao incorporados, mas nao limitados, um ou mais das seguin-

tes posi¢coes de FGF-21: 87, 77, 83, 72 de SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos corres-
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pondentes em SEQ ID NOs:2-7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoaci-
dos codificados naturais sao incorporados, mas nao limitados, um ou mais das se-
guintes posicoes de FGF-21: 69, 79, 91, 96, 108 e 110 da SEQ ID NO:1 ou os ami-
noacidos correspondentes na SEQ ID NOs:2-7).

[00656]0Os seguintes critérios foram usados para avaliar cada posi¢ao de
FGF-21 para a introducdo de um aminoacido codificado ndo-naturalmente: o residuo
(a) ndo deve interferir na ligagdo ao receptor FGF-21 baseado na analise estrutural,
b) ndo deve ser afetado por alanina ou mapeamento de mutagénese homaélogo (c)
deve ser exposto na superficie e exibir minimas interagdes de van der Walls ou pon-
tes de hidrogénio com residuos vizinhos, (d) deve ser ou deletado ou variavel nas
variantes de FGF-21, (e) resultaria em mudangas conservativas em substituicbes por
um aminoacido codificado ndo-naturalmente e (f) deve ser encontrado tanto em regi-
Oes altamente flexiveis ou regides rigidas estruturalmente.

[00657]Estruturas cristalinas adicionais ou diferentes de membros da familia
FGF como as estruturas de FGF-23 e/ou FGF-19 também podem ser usadas para
selecionar regides de incorporagdo de um ou mais aminoacidos ndo naturalmente
codificados no FGF-21. Por exemplo, a estrutura cristalina de FGF-19 humano (PDB
ID 2P23) e/ou estrutura cristalina de FGF-19 (PDB ID 2P23) e/ou FGF-23 humana
(PDB ID 2P39) pode prover informagdes adicionais para selecionar regides para in-
corporacao de aminoacidos nao naturalmente codificados no FGF-21. Tais regides
podem estar em diferentes locais da proteina, incluindo, mas nao limitando, o N- e
C-terminal, regides de ligacao ao receptor e a heparina. Além disso, outros calculos
podem ser feitos na molécula de FGF-21, utilizando o programa Cx (Pintar et al.
(2002) Bioinformatics, 18, pp 980) para avaliar a extensao da protusdo de cada ato-
mo proteéico.

[00658]Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmen-
te codificados séo incorporados em uma ou mais das seguintes posicoes em FGF-
21: antes da posig¢ao 1 (na posicao N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
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36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66 ,67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153,
154, 151, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,
171, 172, 173, 174, 175, 176 ,177, 178, 179, 180, 181, 182 (na terminagéo carboxil
da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-
7). Em algumas modalidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente codifica-
dos sao incorporados em uma ou mais das seguintes posi¢gdes em FGF-21: 10, 52,
117, 126, 131, 162, 87, 77, 83, 72, 69, 79, 91, 96, 108, e 110 (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um
ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sao incorporados em uma ou
mais das seguintes posicdes em FGF-21: 10, 52, 77, 117, 126, 131, e 162 (SEQ ID
NO:1 ou os aminodacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas moda-
lidades, um ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sédo incorporados em
uma ou mais das seguintes posicées em FGF-21: 87, 77, 83, 72 (SEQ ID NO:1 ou os
aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7). Em algumas modalidades, um
ou mais aminoacidos nao naturalmente codificados sado incorporados em uma ou
mais das seguintes posi¢cdes em FGF-21: 69, 79, 91, 96, 180, e 110 (SEQ ID NO:1
ou o0s aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7).

Exemplo 2

[00659]Este exemplo contém detalhes da clonagem e expressao de um poli-
peptideo FGF-21 incluindo um aminoacido codificado nao-naturalmente em E. coli.
Este exemplo também descreve um método para avaliar a atividade biolégica de
polipeptideos FGF-21 modificados.

[00660]Métodos para clonagem de FGF-21 sdo conhecidos como aqueles

versados na técnica. Sequéncias de polipeptideos e polinucleotideos para FGF-21 e
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clonagem de FGF-21 em células hospedeiras estdo detalhados na U.S. Patent No.
6,716,626; U.S. Patent Publication Nos. 2005/0176631, 2005/0037457,
2004/0185494, 2004/0259780, 2002/0164713, e 2001/0012628; WO01/36640; WO
03/011213; WO 03/059270; WO 04/110472; WO 05/061712; WO 05/072769; WO
05/091944; WO 05/113606; WO 06/028595; WO 06/028714; WO 06/050247; WO
06/065582; WO 06/078463, que estao incorporadas aqui por referéncias na integra.

[00661]cDNA codificando a forma P de FGF-21 sem a sequéncia lider é
mostrado como SEQ ID NO:8. Este polipeptideo é mostrado como SEQ ID NO:1.

[00662]cDNA codificando a forma P marcada com His de FGF-21 sem a se-
quéncia lider € mostrado como SEQ ID NO:9. Este polipeptideo é mostrado como
SEQ ID NO:2.

[00663] cDNA codificando a forma P de FGF-21 com a sequéncia lider con-
tendo 3 leucinas juntas é mostrado como SEQ ID NO:10. Este polipeptideo é mos-
trado como SEQ ID NO:3.

[00664]cDNA codificando a forma P de FGF-21 com a sequéncia lider con-
tendo 2 leucinas juntas é mostrado como SEQ ID NO:11. Este polipeptideo é mos-
trado como SEQ ID NO:4.

[00665]cDNA codificando a forma L de FGF-21 sem a sequéncia lider &
mostrado como SEQ ID NO:12. Este polipeptideo é mostrado como SEQ ID NO:5.

[00666]cDNA codificando a forma L de FGF-21 com a sequéncia lider con-
tendo 3 leucinas juntas é mostrado como SEQ ID NO:13. Este polipeptideo é mos-
trado como SEQ ID NO:6.

[00667]cDNA codificando a forma L de FGF-21 com a sequéncia lider con-
tendo 2 leucinas juntas é mostrado como SEQ ID NO:14. Este polipeptideo é mos-
trado como SEQ ID NO:7.

[00668]Um sistema de translagao introduzido que compreende um tRNA or-
togonal (O-tRNA) e um aminoacil tRNA sintetase ortogonal (O-RS) é usado para ex-
pressar FGF-21 contendo um aminoacido codificado n&o-naturalmente. A O-RS

aminoacila preferencialmente o O-tRNA com um aminoacido codificado nao-
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que estao incorporadas aqui por referéncias na integra.

Tabela 2: Sequéncias de O-RS e O-tRNA.

SEQ ID NO:17

M. jannaschii mtRNA ™cya

tRNA

SEQ ID NO:18

HLADO3; um tRAN supressor

ambar otimizado

tRNA

SEQ ID NO:19

HL325A; um tRNA supressor
frameshift AGGA optimizado

tRNA

SEQ ID NO:20

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
azido-L-fenilalanina a-Az-
PheRS(6)

RS

SEQ ID NO:21

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
benzoil-L-fenilalanina a-Az-
BpaRS(1)

RS

SEQ ID NO:22

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporagéo de propar-
gil-fenilalanina Propargil-
PheRS

RS

SEQ ID NO:23

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacgéo de propar-
gil-fenilalanina Propargil-
PheRS

RS

SEQ ID NO:24

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacao de propar-
gil-fenilalanina Propargil-
PheRS

RS

SEQ ID NO:25

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéo de p-

azido-fenilalanina p-Az-

RS
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PheRS(1)

SEQ ID NO:26

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéo de p-
azido-fenilalanina p-Az-

PheRS(3)

RS

SEQ ID NO:27

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
azido-fenilalanina p-Az-

PheRS(4

RS

SEQ ID NO:28

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
azido-fenilalanina p-Az-

PheRS(2)

RS

SEQ ID NO:29

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéo de p-

acetil-fenilalanina (LW1)

RS

SEQ ID NO:30

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-

acetil-fenilalanina (LW5)

RS

SEQ ID NO:31

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-

acetil-fenilalanina (LW6)

RS

SEQ ID NO:32

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
azido-fenilalanina (Az-
PheRS-5)

RS

SEQ ID NO:33

Aminoacil tRNA sintetase
para incorporacéao de p-
azido-fenilalanina (Az-
PheRS-6)

RS

[00669]A transformagdo de E. coli com plasmideos contendo o gene de
FGF-21 modificado e o par ortogonal aminoacil tRNA sintetase/ tRNA (especificos
para o aminoacido codificado n&o-naturalmente desejado) permitem a incorporagao

regido-especifica de aminoacido codificado ndo-naturalmente no polipeptideo FGF-

21.
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[00670]FGF-21 selvagem maduro déi amplificado por PCR de uma reacgéao
de sintese de cDNA derivado de poliA+mRNA de figado humano saudavel (Bio-
chain) usando protocolos padrées e clonados em pET30 (Ncol-BamHI). Seguindo
confirmacgao de sequéncia, FGF-21 incluindo uma sequéncia HHHHHHSGG no N-
terminal foi subclonado em um vetor de supressdo contendo tirosil tRNA T"cya su-
pressor &mbar de Methanococcus jannaschii (Mj tRNA T"CUA) sob controle constituti-
vo de um promotor sintético derivado de uma sequéncia promotora de lipoproteina
de E coli (Miller, J.H., Gene, 1986), assim como a tirosil-tRNA-sintetase (Mj TirRS)
sob controle do promotor GInRS de E coli. Expressao de FGF-21 foi sob controle do
promotor T7. Mutagdes ambar foram introduzidas usando protocolos de mutacao de
mudanca rapida padrdoes (Stratagene; La Jolla; Califérnia). Todas as construgdes
foram sequencialmente verificadas.

Supressao com para-acetil-fenilalalanina (pAcf)

[00671]Plasmideos (pVK3-HisFGF21) foram transformados em cepa W3110
B2 de E coli na qual a expressao de T7 polimerase estava sob controle de um pro-
motor arabinose- induzivel. Culturas bacterianas de uma noite foram diluidas na pro-
porcao de 1:100 em baldes de agitagdo contendo meio de cultura 2X YT e crescidas
a 37°C até uma densidade 6tica em 600nm de ~0,8. Expressao de proteina foi indu-
zida pela adigao final de arabinose (0,2% final), e para-acetil-fenilalanina (pAcf) para
uma concentragao final de 4mM. Culturas foram incubadas a 37°C por 4 horas. Cé-
lulas foram centrifugadas e resuspensas em tampao de lise B-PER (Pierce)
100ul/OD/mL + 10ug/mL DNAse e incubadas a 37°C por 30 minutos. Material celular
foi removido por centrifugacado e o sobrenadante removido. O sedimento foi ressus-
penso na mesma quantidade de tampao SDS-PAGE para captacao de proteina. Mé-
todos de purificagao de FGF-21 s&o conhecidos como aqueles versados na técnica e
sao confirmados por SDS-PAGE, por analise de Western Blot, ou espectroscopia de
massa com captura de ion em eletropulverizagao-ionizagao e similares.

[00672]Expressdao de FGF-21 marcado com Hls no N-terminal e supressao

na regidao ambar 7 € mostrada como Figura 5. O polipeptideo FGF-21 esta marcado
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com uma seta. Figura 5 mostra as amostras B-PER dos sedimentos—coluna 1: mar-
cador; coluna 2: pré-inducao de VK3-FGF21, sobrenadante; coluna 3: pré-indugéo
de VK3-FGF21, sedimento; coluna 4: VK3-FGF21 0,2% arabinose, sobrenadante;
coluna 5: VK3-FGF21 0,2% arabinose, sedimento; coluna 6: VK3-FGF21-pAcf-L10,
0,2% arabinose; coluna 7: VK3-FGF21-pAcf-L52, 0,2% arabinose; coluna 8: VK3-
FGF21-pAcf-R77, 0,2% arabinose; coluna 9: VK3-FGF21-pAcf-H117, 0,2% arabino-
se; coluna 10: VK3-FGF21-pAcf-R126, 0,2% arabinose; coluna 11: VK3-FGF21-
pAcf-R131, 0,2% arabinose; coluna 12: VK3-FGF21-pAcf-S162, 0,2% arabinose. Os
numeros de posicao indicados para a substituicido do aminoacido sdo baseados no
SEQ ID NO:1.

[00673]Figura 6 mostra as amostras B-PER dos sobrenadantes—coluna 1:
pré-inducao de VK3-FGF21, sobrenadante; coluna 2: pré-indugdo de VK3-FGF21,
sedimento; coluna 3: marcador; coluna 4: VK3-FGF21 0,2% arabinose, sobrenadan-
te; coluna 5: VK3-FGF21 0,2% arabinose, sedimento; coluna 6: VK3-FGF21-pAcf-
L10, 0,2% arabinose; coluna 7: VK3-FGF21-pAcf-L52, 0,2% arabinose; coluna 8:
VK3-FGF21-pAcf-R77, 0,2% arabinose; coluna 9: VK3-FGF21-pAcf-H117, 0,2% ara-
binose; coluna 10: VK3-FGF21-pAcf-R126, 0,2% arabinose; coluna 11: VK3-FGF21-
pAcf-R131, 0,2% arabinose; coluna 12: VK3-FGF21-pAcf-S162, 0,2% arabinose. Os
numeros de posicao indicados para a substituicdo do aminoacido sdo baseados no
SEQ ID NO:1.

[00674]Proteinas mutantes FGF-21 marcadas com His podem ser purifica-
das usando métodos conhecidos como aqueles versados na técnica. A resina pre-
ligada de quelacao de niquel (Invitrogen, Carlsbad, CA) pode ser usada via procedi-
mento padrao de purificacdo de proteinas marcadas por His fornecido pelo fabrican-
te.

[00675]pVK10 (Figures 24) foi desenvolvido para o uso com a proteina FGF-
21 ndo marcada, com uma sequéncia dada na Figura 25. Este foi o vetor usado para
fazer os mutantes R36am e Y83am e ha resultados adicionais de sua proteina mu-

tante FGF-21 nao marcada com Hls e suas purificagdes posteriores nos exemplos e
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mostradas pelas figuras.

Diferenciacao de 3T3-L1 para adipécitos e ensaio de captacao de glicose

[00676]Para avaliar a atividade biolégicas de polipeptideos FGF-21, o ensaio
seguinte pode ser realizado. Fibroblastos murinos 3T3-L1 (ATCC#CL-173) sao se-
dimentados em placas de 10 cm com DMEM contendo 10% de soro fecal bovino. As
células foram mantidas a uma densidade ndo maior que 70% de expansao. Antes de
comegar a diferenciagéo a adipdcitos, as células foram levadas a 100% de confluén-
cia, 0 meio teve que ser trocado a cada 2 dias. As células foram contadas e sedi-
mentadas a 25000 células por pogo em placas de 96 pocos ( células podem ser pla-
gueadas em placa Cytostar-T de 96 pocgos) e incubadas por mais 48 horas. Diferen-
ciagao € induzida pela adigdo do meio seguinte depois da remog¢ao do meio de cultu-
ra anterior: DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1uM dexametasona
(DBX), 0,5 mM 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), e 5ug/mL insulina. Uma maneira
alternativa de induzir diferenciacdo é tratar as células com 1uM Rosiglitazona e in-
cubar por 6 dias antes de trocar o meio para DMEM/10% soro fetal bovino, ja que
esta € uma maneira rapida de induzir a diferenciacédo de fibroblastos 3T3-L1 a adi-
pocitos. Uma terceira possibilidade é combinar os dois processos para diminuir o
tempo de diferenciacao.

[00677]Depois de adicionar meio contendo DBX/IBMX/insulina as células, as
células sao incubadas por 48 horas. O meio é trocado por DMEM/10% soro fetal bo-
vino/5 pg/mL insulina, e as células s&o incubadas por 48 horas. Depois o0 meio é tro-
cado por DMEM/10% soro fetal bovino e o meio é substituido com meio fresco a ca-
da 2 dias. As células diferenciardo entre 7-14 dias. Células diferenciadas acumulam

goticulas lipidicas. As células podem ser coradas com_Oleo vermelho O. Uma vez

que 95% dos adipécitos contém goticulas lipidicas, as células podem ser usadas
para o ensaio de captagao de glicose.

[00678]3T3-L1 diferenciadas s&o tratadas com FGF-21 (1ug/mL) em meio
DMEM suplementado com 0,1% BSA livre de acidos graxos por 18 horas para depri-

var de nutrientes as células. As células sao entédo lavadas trés vezes com tampao
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HEPES Ciclo de Krebs (KRK= 0,118M NaCl, 5mM KCI, 2,54 mM CaClz, 1,19 mM
KH2PO4, e 20mM HEPES) suplementado com 0,1% BSA livre de acidos graxos. A
mistura para marcagao é preparada pela adigdo de 4uCi, 0,1mM de 2-desoxiD-[1-
3H]-glicose ao tampdo KRK/ BSA livre de acido graxo. As células foram adicionadas
e incubadas por 1 hora a 37°C. A reagao é parada lavando as células duas vezes
com PBS gelado contendo citocalasina B. A placa é lavada para eliminar qualquer
residuo do tampao. Liquido de cintilagdo € adicionado a cada pog¢o e amostras séo
contadas em um TopCounter.

[00679]Uma maneira alternativa para medir a captacdo de glicose é marcar
as células 3T3-L1 diferenciadas com um substrato ndo radioativo como 2-NBDG e
ler com um fluorimetro de placa. Um procedimento indireto para a medida da capta-
¢ao de glicose é medir a expressdo de GLUT1 ou GLUT4 na superficie de membra-
na celular. GLUT1 e GLUT4 sao transportadores de glicose que sao translocados
para superficie de membrana celular de vesiculas internas sob estimulagao de insu-
lina ou FGF-21. Um método de Elisa em células vivas pode ser desenvolvido.

Exemplo 3

[00680]Este exemplo detalha a introdugdo de aminoacido contendo carbonila
e a reacgao subsequente com PEG contendo aminodxi.

[00681]Este exemplo demonstra um método para a geracdo de polipepti-
deos FGF-21 que incorporam um aminoacido codificado ndao-naturalmente contendo
cetona que é subsequentemente reagido com PEG contendo aminodxi de aproxima-
damente 5000 peso molecular. Cada um dos residuos antes da posicéo 1 (na posi-
¢ao N-terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66 ,67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
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143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 151, 156, 157, 158, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176
77,178, 179, 180, 181, 182 (na terminagao carboxil da proteina) (SEQ ID NO:1 ou
os aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7) é substituido separadamente

com um aminoacido nao naturalmente codificado com a seguinte estrutura:

o

S

=

-

HyN CogH

[00682]As sequéncias utilizadas para incorporagdo em regides especificas
de p-acetil-fenilalanina em FGF-21 estdo na SEQ ID NO:1 (FGF-21), e SEQ ID
NO:16 ou 17 (muttRNA, M jannaschii mtRNA t7CUA) e 15, 29, 30, ou 31 (TiRS L W1,
5 ou 6) descritos no exemplo 2 acima.

[00683]Uma vez modificado, a variacdo do polipeptideo FGF-21 contendo o
aminoacido que contém carbonila é reagido com o derivado de PEG contendo ami-
nooxi de forma:

[00684]R-PEG(N)-O-(CH2)n-O-NH2, onde R é metila, n é 3 e N é de aproxi-
madamente 5000 peso molecular. O FGF-21 contendo p-acetilfenilalanina purificado
dissolvido em 10mg/mL em 25 mL MES (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 6,0, 25
mM HEPES (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 4,5, é reagido com um excesso de
10-100 vezes de PEG contendo aminooxi, e entdo agitado por 10-16 horas "a tem-
peratura ambiente (Jencks, W. J. AM. Chem. Soc. 1959, 81, pp475). O FGF-21 PE-
Gilado € entao diluido em tamp&o apropriado para purificacdo imediata e analise.

Exemplo 4

[00685]Conjugacédo com PEG consistindo em um grupo hidroxiamina ligado
ao PEG via uma ligagédo amida.

[00686]Um reagente de PEG tendo a estrutura seguinte € ligado a um ami-
noacido codificado ndo-naturalmente contendo cetona usando o procedimento des-

crito no exemplo 3:
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[00687]R-PEG(N)-O-(CHz)2-NH-C(O)(CH2)r —O-NH2, onde R= metila, n=4, e
N= é aproximadamente 20000 peso molecular. A reacao, purificacado, e condi¢cdes de
analise sdo como descritos no Exemplo 3.

Exemplo 5

[00688]Este exemplo detalha a introdugdo de dois aminoacidos nao natural-
mente codificados distintos em polipeptideo FGF-21.

[00689]Este exemplo demonstra um método para a geracdo de polipepti-
deos FGF-21 que incorporam aminoacido codificado nao-naturalmente contendo
cetona funcional em duas posi¢cdes entre os residuos seguintes: antes da posicao 1
(na posigao N-terminal), 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66 ,67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,
123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 151, 156, 157,
158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,
175,176 177,178, 179, 180, 181, 182 (na terminacao carboxil da proteina) (SEQ ID
NO:1 ou os aminoacidos correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7). O polipeptideo
FGF-21 é preparado como descrito nos Exemplos 1 e 2, exceto naquele em que o
codon seletor € introduzido em duas regides distintas dentro do acido nucleico.

Exemplo 6

[00690]Este exemplo detalha a conjugacgao de polipeptideo FGF-21 a PEG
contendo hidrazida e redugao in situ subsequente.

[00691]Um polipeptideo FGF-21 incorporando um aminoacido contendo car-
bonila & preparado de acordo com o procedimento descrito nos Exemplos 2 e 3.
Uma vez modificado, um PEG contendo hidrazida tendo a seguinte estrutura é con-

jugado ao polipeptideo FGF-21:
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[00692]R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n —X-NH-NH2, onde R= metila,
n=2, e N= & 10000 peso molecular e X € um grupo carbonila (C=0). O FGF-21 con-
tendo p-acetilfenilalanina purificado & dissolvido de 0,1-10 mg/mL em 25 mM MES
(Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 7,0, ou em 10 mM acetato de sddio (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) pH 4,5, é reagido com excesso de 1-100 vezes de PEG
contendo hidrazida, e a hidrazona correspondente € reduzida in situ pela adicdo de
1M NaCNBHs solugdo mae (Sigma Chemical, St. Louis, MO), dissolvido em H20,
para uma concentracao final de 10-50 mM. Reagbes sao conduzidas no escuro a
4°C para RT por 18-48 horas. Reacdes sao paradas pela adicao de 1M Tris (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) a pH préximo de 7,6 a uma concentragao de Tris final de
50 mM ou diluida em tampao apropriado para purificagao imediata.

Exemplo 7

[00693]Este exemplo detalha a introdugdo de um aminoacido contendo al-
quino no polipeptideo FGF-21 e derivatizagcdo com m-PEG-azida.

[00694]0s residuos seguintes: antes da posicdo 1 (na posi¢cao N-terminal),
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66 ,67, 68, 69,
70, 71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145,
146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 151, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176 ,177, 178, 179,
180, 181, 182 (na terminagao carboxil da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos
correspondentes na SEQ ID NOs: 2-7), sdo cada um substituidos pelo seguinte ami-

noacido nao naturalmente codificado:
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Y

HN CO.H

[00695]As sequéncias utilizadas para incorporagdo em regides especificas
de p-propargil-tirosina em FGF-21 estdo na SEQ ID NO:1 (FGF-21), SEQ ID NO:16
ou 17 (muttRNA, M jannaschii mtRNA t7CUA) e 22 23 ou 24 descritos no exemplo 2
acima. O polipeptideo FGF-21 contendo propargil-tirosina é expresso em E. coli e
purificado usando as condi¢cdes descritas no Exemplo 3.

[00696]0O FGF-21 contendo propargil-tirosina purificado dissolvido de 0,1-10
mg/mL em tampao PB (100 mM fosfato de sédio, 0,015M NaCl, pH=8) e um excesso
de 10-1000 vezes de PEG contendo azida é adicionado a mistura reacional. Depois
a mistura é incubada (incluindo, mas nao limitada a, préximo 4 horas a temperatura
ambiente ou 37°C, ou durante a noite a 4°C), H20 é adicionada e a mistura é filtrada
por uma membrana de diadlise. A amostra pode ser analisada para a adi¢ao, incluin-
do, mas nao limitada a, por procedimentos similares descritos no exemplo 3.

[00697]Neste exemplo, o PEG tera a seguinte estrutura:

R-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)(CH2)n—Ns3, onde R é metila, n € 4 e N € 10000
peso molecular.

Exemplo 8

[00698]Este exemplo detalha a substituicdo de um aminoacido grande e hi-
drofdbico no polipeptideo FGF-21com propargil-tirosina.

[00699]Um residuo de Phe, Trp ou Tyr presentes em uma das regides de
FGF-21: antes da posigédo 1 (na posi¢cao N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66 ,67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
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117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 134,
135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 151, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168,
169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176 ,177, 178, 179, 180, 181, 182 (na terminagao
carboxil da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes na SEQ ID
NOs: 2-7) é substituida com o seguinte aminoacido codificado nao-naturalmente co-

mo descrito no Exemplo 7:

[00700]Uma vez modificado, um PEG é ligado ao polipeptideo FGF-21 vari-
ante compreendendo o aminoacido contendo alquino. O PEG tera a seguinte estru-
tura:

[00701]Me-PEG(N)-O-(CHz)2-Ns e o procedimento de ligacéo seguira aquele
do Exemplo 7. Isto gerara uma variante de polipeptideo FGF-21 contendo um ami-
noacido codificante nao-natural que € quase isostérico ao de ocorréncia natural.
Aminoacidos grandes e hidrofébicos e que é modificado com um derivado de PEG
em uma regiao distinta dentro do polipeptideo.

Exemplo 9

[00702]Este exemplo detalha a geragdo de um homodimero de polipeptideo
FGF-21, heterodimero, homomultimero, ou heteromultimero separados por um ou
mais ligantes de PEG.

[00703]0O polipeptideo variante FGF-21 contendo alquino produzido no
Exemplo 7 é reagido com um derivado de PEG bifuncional de forma:

[00704]N3-(CH2)n -C(O)-NH-(CHz2)2 —O-PEG(N)-O-(CH2)2-NH-C(O)-(CH2)n —
N3, onde n € 4 e o PEG tem um peso molecular médio de aproximadamente 5000,
para gerar o polipeptideo FGF-21 homodimero onde duas moléculas de FGF-21 sao

fisicamente separadas por PEG. De uma maneira analoga, um polipeptideo FGF-21
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pode ser ligado a um ou mais outros polipeptideos para formar heterodimeros, ho-
momultimeros, ou heteromultimeros. Ligacao, purificagado, e analise serao realizadas
como nos Exemplos 7 e 3.

Exemplo 10

[00705]Este exemplo detalha a ligagao de um alvo sacarideo ao polipeptideo
FGF-21.

[00706]Um residuo seguinte é substituido com pelo aminoacido codificado
nao —natural abaixo: antes da posig¢ao 1 (na posi¢ao N-terminal), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66 ,67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149,
150, 151, 152, 153, 154, 151, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176 ,177, 178, 179, 180, 181, 182 (na
terminagéo carboxil da proteina) (SEQ ID NO:1 ou os aminoacidos correspondentes

na SEQ ID NOs: 2-7) como descrito no Exemplo 3.

=
[00707]Uma vez modificado, o polipeptideo FGF-21 variante compreenden-
do o aminoacido contendo carbonila € reagido com um analogo aminooxi p-ligado de
N-acetilglicosamina (GIcNAc). O polipeptideo FGF-21 variante (10mg/mL) e o saca-
rideo aminooxi (21mM) sdo misturados em tamp&o aquoso 100mM soédio acatato
(pH 5,5) e incubado a 37°C por 7 a 26 horas. Um segundo sacarideo € ligado ou

primeiro enzimaticamente pela incubacdo do polipeptideo FGF-21 sacarideo-
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conjugado (5mg/mL) com UDP-galactose (16mM) e B-1,4-galactosiltransferase (0,4
unidades/mL) em 150 mM tampao HEPES (pH 7,4) por 48 horas a temperatura am-
biente ( Schanbacher et al. J. Biol. Chem. 1970,0245, 5057-5061).

Exemplo 11

[00708]Este exemplo detalha a geragdo de um antagonista polipeptideo
FGF-21 PEGilado.

[00709]Um residuo, incluindo, mas nao limitado a, aquele envolvido na liga-
¢ao ao receptor FGF-21 é substituido pelo seguinte aminoacido codificado nao-

naturalmente como descrito no Exemplo 3.

HzN

[00710]Uma vez modificado, o polipeptideo FGF-21 variante compreenden-
do o aminoacido contendo carbonila sera reagido com um derivado de PEG conten-
do aminooxi de forma:

[00711]R-PEG(N)-O-(CHz2)a-O-NH2, onde R é metila, n € 4 e N é 20000 peso
molecular para gerar um polipeptideo FGF-21 antagonista contendo um aminoacido
codificado ndo —natural que € modificado com um derivado de PEG em uma unica
regido dentro do polipeptideo. Ligagao, purificagdo, e analise sdo realizadas como
no Exemplo 3.

Exemplo 12

[00712]Geracao de um homodimero de polipeptideo FGF-21, heterodimero,
homomultimero, ou heteromultimero onde as moléculas FGF-21 estédo ligadas dire-
tamente.

[00713]Um polipeptideo FGF-21 variante compreendendo o aminoacido con-
tendo alquila pode ser ligado diretamente a outro polipeptideo FGF-21 variante com-
preendendo o aminoacido contendo azida. De uma maneira analoga, um polipepti-

deo FGF-21 pode ser ligado a um ou mais polipeptideos para formar heterodimeros,
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homomultimeros, ou heteromultimeros. Ligacao, purificacdo , e analise sao realiza-

das como nos Exemplos 3,6 e 7.

Exemplo 13
PEG-OH + Br-(CH2),-C=CR’ — PEG-0O-(CH2)s-C=CR’
A B

[00714]0 polialquileno glicol (P-OH) é reagido com o haleto alquila (A) para
formar o éter (B). Nestes compostos, n € um inteiro de 1 a 9 e R’ pode ser uma ca-
deia reta ou ramificada, C1 saturado ou insaturado, a grupos C20 alquila ou hetero-
alquila. R’ pode também ser um C3 a C7 alquila ciclica ou heteroalquila ciclica satu-
rada ou insaturada, um grupo arila ou heteroarila substituido ou ndo substituido, ou
um grupo alcarila (a alquila € um C1 a C20 alquila saturada ou insaturada) ou hete-
roalcarila. Tipicamente, PEG-OH é polietileno glicol (PEG) ou monometoxi polietileno
glicol (MPEG) tendo um peso molecular de 800 a 40000 Daltons (Da).

Exemplo 14

mPEG-OH + Br-CH2-C=CH — mPEG-O-CH2-C=CH

[00715]mPEG-OH com um peso molecular de 20000 Da (mPEG-OH 20kDa;
2,0g, 0,1 mmol, Sunbio) foi tratado com NaH (12mg, 0,5 mmol) em THF (35 mL).
Uma solugéo de propargil bromida, dissolvida em xileno em uma solugédo de 80% de
peso (0,56mL, 5mmol, 50 equiv., Aldrich), e uma quantidade catalitica de Kl foram
entdo adicionados a solugao e a mistura resultante foi aquecida com refluxo por 2
horas. Agua (1mL) foi entdo adicionada e o solvente foi removido sob vacuo. Para o
residuo, foi adicionado CH2Cl2 (25mL) e a camada organica foi separada, seca com
Na2SO4 anidro, e o volume foi reduzido a aproximadamente 2mL. Esta solugéo de
CH2Cl2 foi adicionada a éter dietila (150 mL) gota a gota. O precipitado resultante foi
coletado, lavado com varias porc¢des de éter dietila frio, e seco para gerar propargil-
O-PEG.

Exemplo 15

mPEG-OH + Br-(CH2)3-C=CH — mPEG-0O-(CHz)3-C=CH

[00716]0 mPEG-OH com um peso molecular de 20000 Da (mPEG-OH
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20kDa; 2,0g, 0,1 mmol, Sunbio) foi tratado com NaH (12mg, 0,5 mmol) em THF (35
mL). Cinquenta equivalentes de 5-bromo-1-pentino (0,53mL, 5mmol, Aldrich) e uma
quantidade catalitica de Kl foram entdo adicionadas a mistura. A mistura resultante
foi aquecida com refluxo por 16 horas. Agua (1mL) foi entéo adicionada e o solvente
foi removido sob vacuo. Para o residuo, foi adicionado CH2Cl2 (25mL) e a camada
organica foi separada, secada com Na2SO4 anidro, e o volume foi reduzido a apro-
ximadamente 2mL. Esta solu¢cado de CH2Clz foi adicionada a éter dietila (150 mL) go-
ta a gota. O precipitado resultante foi coletado, lavado com varias porgcdes de éter
dietila frio, e seco para gerar o alquino correspondente. 5-cloro-1-pentino pode ser
usado em uma reagao similar.

Exemplo 16

(1) m- HOCH2CsH4OH + NaOH + BR-CH2-C=CH — m-HOCH2CsH4O-CH2-
C=CH

(2)m- HOCH2CsH4O-CH2-C=CH + MsCI + N(Et)s — m-MsOCH2CsH40-CH2-
C=CH

(3) m-MsOCH2CsH40O-CH2-C=CH + LiBr — m-Br-CH2CsH4O-CH2-C=CH

(4)mPEG-OH + m-Br-CH2CeH40-CH2-C=CH — mPEG-0O-CH2CeH40-CH2-
C=CH

[00717]Para uma solugcado de 3-hidroxibenzilalcool (2,49, 20mmol) em THF
(50mL) e agua (2,5mL) foi primeiro adicionado hidréxido de sédio em pé (1,5g, 37,5
mmol) e entdo uma solugao de brometo de propargila, dissolvida em xileno em uma
solugao de 80% de peso (3,36 mL, 30mmol). A mistura reacional foi aquecida em
refluxo por 6 horas. Para a mistura foi adicionado &cido citrico 10% (2,5mL) e o sol-
vente foi removido sob vacuo. O residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 15mL)
e as camadas organicas combinadas foram lavadas com solu¢ao de NaCl saturado
(10mL). Seco com MgSOs4 e concentrado para gerar o 3-propargiloxibenzil alcool.

[00718]Cloreto de metanosulfonil (2,5 g, 15,7 mmol) e trietilamina (2,8mL, 20
mmol) foram adicionados a solugdo do composto 3 (2,0g, 15,7mmol) em CH2Cl2 a

0°C e a reacao foi colocada em geladeira por 16 horas. Um trabalho usual proporci-
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onou o mesilato como um 6leo amarelo palido. Este dleo (2,4g, 9,2 mmol) foi dissol-
vido em THF (20mL) e LiBr (2,0g, 23,0 mmol) foi adicionado. A mistura reacional foi
aquecida em refluxo por 1 hora e foi entdo resfriada a temperatura ambiente. Para a
mistura, foi adicionada agua (2,5mL) e o solvente foi removido sob vacuo. O residuo
foi extraido com acetato de etila (3 x 15mL) e as camadas organicas combinadas
foram lavadas com solugao saturada de NaCl (10mL), seca com Na2SO4 anidro, e
concentrada para gerar o brometo desejado.

[00719]m-PEG-OH 20kDa (1,0g, 0,05mmol, Sunbio) foi dissolvido em THF
(20mL) e a solugao foi resfriada em banho de gelo. NaH (6mg, 0,25mmol) foi adicio-
nado com agitagao vigorosa durante um periodo de varios minutos seguido pela adi-
¢ao do brometo obtido acima (2,559, 11,4mmol) e uma quantidade catalitica de KI. O
banho de resfriamento foi removido e a mistura resultante foi aquecida em refluxo
por 12 horas. Agua (1,0mL) foi adicionada & mistura e o solvente foi removido sob
vacuo. Ao residuo foi adicionado CH2Cl2 (25mL) e a camada orgénica foi separada,
seca com Naz2S0a4 anidro, e o volume foi reduzido a aproximadamente 2mL. Adicao
gota a gota a uma solugao de éter (150mL) resultou em um precipitado branco, o
qual foi coletado para a produgao do derivado de PEG.

Exemplo 17

mMPEG-NH2 + X-C(O)-(CH2)»-C=CR’ — mPEG-NH-C(O)-(CH2 ), -C=CR’

[00720] Os polimeros de polietileno glicol contendo alquina terminais podem
também ser obtidos ligando polimero de polietileno glicol contendo um grupo funcio-
nal termina a uma molécula reativa contendo a funcionalidade alquina como mostra-
do acima. N é entre 1 e 10. R’ pode ser H ou um grupo alquila pequeno de C1 a C4.

Exemplo 18

(1)HO2C-(CHz)2-C=CH + NHS + DCC — NHSO-C(0O)-(CH2)2-C=CH

(2JmPEG-NHz2 + NHSO-C(O)-(CHz2 )2 -C=CH — mPEG-NH-C(O)-(CH2 )n -
C=CH

[00721]Acido 4-pentinoico (2,943g, 3,0mmol) foi dissolvido em CHzCl2
(25mL). N-hidroxisuccinimida (3,80g, 3,3mmol) e DCC (4,66g, 3,0mmol) foram adio-
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cinados e a solucao foi agitada durante a noite a temperatura ambiente. O éster
NHS 7 cru resultante foi usado na seguinte reagao sem purificagéo adicional.

[00722]m-PEG-NH2 com um peso molecular de 5000 Da (m-PEG-NH2, 1g,
Sunbio) foi dissolvido em THF (50mL) e a mistura foi resfriada a 4°C. Ester 7 NHS
(400mg, 0,4mmol) foi adicionado com aos poucos com agitagcao vigorosa. A mistura
foi deixada agitando por 3 horas durante aquecimento a temperatura ambiente. Agua
(2mL) foi entdo adicionada e o solvente foi removido sob vacuo. Ao residuo foi adici-
onado CH2Cl2 (50mL) e a camada organica foi separada, seca com Na2S0O4 anidro, e
o volume foi reduzido a aproximadamente 2mL. Esta solugao de CH2Cl:2 foi adiciona-
da a éter (150mL) gota a gota. O precipitado resultante foi coletado e seco a vacuo.

Exemplo 19

[00723]Este exemplo representa a preparagcao de éster de metanosulfonila
de polipolietileno glicol, que pode também ser referidos como o metanosulfonato ou
mesilato de polietileno glicol. O tosilato correspondente e os halogenetos podem ser
preparados por procedimentos similares.

MPEG-OH + CH3SO2CI + N(Et)s - mPEG-O-SO2CHs — mPEG-Ns

[00724]0 mPEG-OH (peso molecular = 3400, 25g, 10mmol) em 150mL de
tolueno foi azeotropicamente destilado por 2 horas sob nitrogénio e a solugao foi res-
friada a temperatura ambiente. 40 mL de CH2Cl2 seco e 2,1 mL de trietilamina seca
(15mmol) foram adicionados a solugao. A solucéo foi resfriada em um banho de gelo
e 1,2 mL de cloreto de metanosulfonila destilado (15mmol) foi adicionado gota a go-
ta. A solucao foi agitada a temperatura ambiente sob nitrogénio durante a noite, e a
reacao foi extinta pela adicdo de 2 mL de etanol absoluto. A mistura foi evaporada
sob vacuo para remover solvente, principalmente aqueles além de tolueno, filtrada,
concentrada sob vacuo, e entéo precipitada em 100 mL de éter dietilico. O filtrado foi
lavado com varias porcdes de éter dietilico frio e seco sob vacuo para gerar o mesi-
lato.

[00725]0O mesilato (20g, 8mmol) foi dissolvido em 75 mL de THF e a solugao

foi resfriada a 4°C. A solucdo resfriada foi adicionada azida de sédio (1,56g,
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24mmol). A reacgao foi aquecida em refluxo sob nitrogénio por 2 horas. Os solventes
foram entdo evaporados e o residuo diluido com CH2Cl2 (50mL). A fracdo organica
foi lavada com solugao de NaCl e seca com MgSOs4 anidro. O volume foi reduzido a
20mL e o produto foi precipitado pela adicdo de 150mL de éter frio seco.

Exemplo 20

(1)N3-CeH4-CO2H — N3-CsH4CH20H

(2)N3-CeHaCH20H — Br-CH2-CeHa-N3

(3)mMPEG-OH + Br-CH2-CeH4-N3 — mPEG-0O-CH2-CeH4-N3

[00726]Alcool 4-azido benzila pode ser produzido usando o método descrito
em U.S. Patent 5,998,595, que ¢é incorporado aqui pela referéncia. Cloreto de meta-
nosulfonila (2,5g, 15,7mmol) e trietanolamina (2,8 mL, 20mmol) foram adicionados a
uma solugao de alcool 4-azido benzila (1,75 g, 11,0 mmol) em CH2Cl2a 0°C e a rea-
cao foi deixada na geladeira por 16 horas. Um trabalho usual proporcionou o mesila-
to como um 6leo amarelo palido. Este 6leo (9,2 mmol) foi dissolvido em THF (20mL)
e LiBr (2,0g, 23,0 mmol) foi adicionado. A mistura reacional foi aquecida em refluxo
por 1 hora e foi entao resfriada a temperatura ambiente. Para a mistura, foi adiciona-
da agua (2,5mL) e o solvente foi removido sob vacuo. O residuo foi extraido com
acetato de etila (3 x 15mL) e as camadas organicas combinadas foram lavadas com
solugao saturada de NaCl (10mL), seca com Na2S0O4 anidro, e concentrada para ge-
rar o brometo desejado.

[00727]m-PEG-OH 20kDa (2,0g, 0,1 mmol, Sunbio) foi tratado com NaH (12
mg, 0,5 mmol) em TFH (35 mL) e o brometo (3,32 g, 15 mmol) foi adicionado a mis-
tura junto com uma quantidade catalitica de KI. A mistura resultante foi aquecida em
refluxo por 12 horas. Agua (1,0 mL) foi adicionada & mistura e o solvente foi removi-
do sob vacuo. Ao residuo foi adicionado CH2Cl2 (25 mL) e a camada organica foi
separada, seca com Na2SO4 anidro, e o volume foi reduzido a aproximadamente
2mL. Adicao gota a gota em uma solucao de éter (150mL) resultou em um precipita-

do, o qual foi coletado para gerar mPEG-O-CH2-CeHas-Ns.
Exemplo 21
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NH2-PEG-O-CH2CH2CO2H + N3-CH2CH2C0O2-NHS — N3-CH2CH2-C(O)NH-
PEG-O-CH2CH2CO2H

[00728]NH2-PEG-O-CH2CH2CO2H (PESO MOLECULAR 3400Da, 2,0 g) foi
dissolvido em uma solugdo aquosa saturada de NaHCO3 (10 mL) e a solugao foi
resfriada a 0°C. Propionato de 3-azido-1-N-hidroxisuccinimida (5 equiv.) foi adicio-
nado com a agitacao vigorosa. Depois de 3 horas, 20 mL de H20 foi adicionado e a
mistura foi agitada por mais 45 minutos a temperatura ambiente. O pH estava ajus-
tado a 3 com 0,5 N de H2SO4 e NaCl foi adicionado para a concentragéo de aproxi-
madamente 15 % em peso. A mistura reacional foi extraida com CH2Cl2 (100 mL x
3), seca com Na2S04 e concentrada. Depois de precipitagdo com éter etilico frio, o
produto foi coletado por filtragdo e seco sob vacuo para gerar o derivado PEG Ome-
ga-carboxil-azida.

Exemplo 22

mPEG-OMs + HC=CLi —» mPEG-0O-CH2-CH2-C=C-H

[00729]A uma solucdo de acetilada de litio (4 equiv.), preparada como co-
nhecida na técnica e resfriada a -78°C em THF, é adicionado gota a gota uma solu-
¢ao de mPEG-OMs dissolvido em THF com agitagao vigorosa. Depois de 3 horas, a
reacao € deixada para aquecer a temperatura ambiente e extinta com a adigao de 1
mL de butanol. 20 mL de H20 é entdo adicionados e a mistura foi agitada por mais
45 minutos a temperatura ambiente. O pH foi ajustado a 3 com 0,5 N de H2SO4 e
NaCl foi adicionado para a concentragéo de aproximadamente 15 % em peso. A mis-
tura reacional foi extraida com CH2Cl2 (100 mL x 3), seca com Na2SO4 e concentra-
da. Depois de precipitacao com éter etilico frio, o produto foi coletado por filtragao e
seco sob vacuo para gerar o 1-(but-3-iniléxi)-metoxipolietileno glicol (IMPEG).

Exemplo 23

[00730]Aminoacidos contendo azida e acetileno podem ser incorporados em
sitios seletivamente em proteinas usando os métodos descritos em L. Wang, et al
(2001) Science 292:498-500, J.W. Chin et al, Science 301:964-7 (2003)), J.W. Chin,
et al (2002), Journal of the American Chemical Society 124:9026-9027 (2002), PNAS

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 338/412



321/345

Estados Unidos da América 99:11020-11024: e, L. Wang, & P.G. Schultz, (2002)
Chem Comm. 1:1-11. Uma vez os aminoacidos foram incorporados, a reagao de ci-
cloadicao é realizada com 0,01 mM de proteina em tampéo fosfato (PB), pH 8, em
presenca de 2 mM de derivado PEG, 1 mM de CuSO4, e ~1 mg de fio de Cu por 4
horas a 37°C.

Exemplo 24

[00731]Este exemplo descreve a sintese de p-Acetil-D,L-fenilalanina (pAF) e
derivados m-PEG-hidroxilamina.

[00732]A pAF racémica é sintetizada usando o procedimento previamente
descrito em Zhang, Z., Smith, B.A.C., Wang, L., Brock, A., Cho, C. & Schultz, P.G.,
Biochemistry, (2003) 42, 6735-6746.

[00733]Para sintetizar o derivado m-PEG-hidroxilamina, os seguintes proce-
dimentos sdo completados. A uma solugcdo de acido (N-t-Boc-aminodxi) acético
(0,382 g, 2,0 mmol) e 1,3-diisopropilcarbodiimida (0,16 mL, 1,0 mmol) em diclorome-
tano (DCM, 70 mL), que é agitado em temperatura ambiente (TA) por 1 hora, metoxi-
polietileno glicol amina (m-PEG-NH2, 7,5 g, 0,25 mmol, Mt 30 K, de Bio Vectra) e
Diisopropiletilamina (0,1 mL, 0,5 mmol) é adicionada. A reacao € agitada em TA por
48 horas, e entao é concentrada por cerca de 100 mL. A mistura € adicionada gota a
gota para esfriar o éter (800 mL). O produto t-Boc-protegido precipitou e coletado por
filtracdo, lavado por éter 3x100 mL. E ainda purificado por re-dissolugdo em DCM
(100 mL) e precipitando em éter (800 mL) duas vezes. O produto é seco a vacuo
produzindo 7,2 g (96%), confirmado por RMN e teste de Nihydrin.

[00734]0O deBoc do produto protegido (7,0 g) obtido acima é realizado em
50% de TFA/DCM (40 mL) a 0°C por 1 hora e entdo a TA por 1,5 hora. Apds a re-
mog¢ao a maioria do TFA a vacuo, o sal TFA do derivado hidroxilamina é convertido
ao sal HCI por adicdo de HCI 4N em dioxano (1 mL) ao residuo. O precipitado €& dis-
solvido em DCM (50 mL) e re-precipitado em éter (800 mL). O produto final (6,8 g,
97%) é coletado por filtragao, lavado com éter 3x 100 mL, seco a vacuo, estocado

sob nitrogénio. Outro PEG (5K, 20K) derivados hidroxilamina sao sintetizados usan-
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do os mesmos procedimentos.

Exemplo 25

Analise de fosforilacdo de ERK1/2 induzida por FGF-21 WT e analogos PEG
30K:

[00735]Klotho beta humano estavelmente transfectada plaqueadas em 293
com a 100.000 células/pogo (DMEM+10% SFB) em uma placa revestida poli-Lys. No
dia seguinte, células estdo 100% confluentes, meio é aspirado e substituido com um
meio fresco e incubadas por uma noite. Apds 24 horas, células sdo estimuladas com
os analogos FGF-21 PEG 30K apropriados usando como FGF-21 WT padrao. Cada
composto individual é preparado por diluicao dos mesmo em PBS/BSA 1%. Células
sao tratados em triplicada por 10 min. Por 37°C no incubador. Apés 10 minutos de
incubacédo, o meio é cuidadosamente aspirado a partir de cada pogo e 40 uL de
tampao de lise de sinalizagdo celular 1x gelado contendo inibidores pro-
tease/fosfatase (coquetel Pl, Na3VN4 e PMSF) sao adicionados a cada pogo para
produzir lisados celulares. Placas de 96 pocgos no gelo por 20 minutos e entdo centri-
fugadas a 4000 rpm por 10 minutos. Lisados celulares sao congeladas a -80°C.
Apds, cada amostra é congelada e 10 uL de lisados celulares € adicionado a placa
tratada com MSD revestida com anticorpo capturando ambas, as formas nao fosfori-
ladas e fosforiladas de ERK1/2. Incubagdo com anticorpo primario ocorre por 2 ho-
ras, entdo a placa é lavada varias vezes com tampao especifico seguido pela adigao
do anticorpo secundario. Apos 1 hora de incubagdo da placa € lavada novamente
varias vezes. Tampao para leitura é adicionado a cada poco. Placa é transferida pa-
ra maquina de leitura MSD. A curva que é produzida é baseada nas unidades de
leitura ERK1/2 anti-fosforilado e EC50 é calculada usando Sigma Plot. A perda da
atividade é calculada por divisdo da EC50 do composto especifico PEGilado 30 K
com EC50 do WT.

Exemplo 26: Protocolo de Ensaio de Fosforilagdo da ERK1/2 Celular (pERK)
e Andlise MSD

[00736]Células BKlotho-4 foram mantidas em DMEM+10% SFB + P/S + 0,5
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mg/mL de Geneticina. Quando as células alcangaram 50-90% de confluéncia, elas
foram tripsinizadas, e plaqueadas 100.000 células/pogo em placas de 96 pogos re-
vestidas com poli-D-lys em DMEM+10% SFB + P/S.

[00737]0 dia seguinte quando as células foram ~100% confluente, eles fo-
ram avaliados para garantir que o meio estava ainda vermelho, entdo o meio foi as-
pirado, 200 pL/pogo de diluicdes seriadas de variantes FGF-21 (em PBS+1% de
BSA) foram pipetados em placas de 96 pocos. A placa de 96 pogos foi entao colo-
cada em 37°C, incubador 5% de CO:2 para exatamente 9 minutos. Os tratamentos
FGF-21 foram entdo completamente aspirados, e 40 uL/pogo de Tampéo de Lise de
Sinalizacao Celular 1x + Coquetel Inibidor de Protease Sigma 1x + Ortovanadato de
Sodio 2 mM + PMSF 1 mM + Inibidor de Fosfatase MSD | 1x + Inibidor Fosfatase
MSD Il 1x + Coquetel Inibidor de Protease MDS 1x + PMSF MSD 2 mM foi adiciona-
do. A placa foi colocada no gelo, e deixada por 25 minutos, enquanto, cada pogo
pipetado para cima e para baixo com pipetador P20 para mistura os lisados. Apés
misturar os pogos, colocar o recipiente com gelo e placa em agitador 4C pelo tempo
restante. Apds 25 minutos, a placa foi centrifugada a 4000 rpm, 10 minutos, a 4C.
Transferir os sobrenadantes para uma placa de 96 pogos de fundo redondo em gelo.

Analise MDS

[00738]Este ensaio foi feito usando o Ensaio MULTI-SPOT Meso Scale Dis-
covery, Sistema de lisado de célula total, Kit Fosfo (T/Y 202/204; 185/187)/Total —
Ensaio ERK1/2.

[00739]Todos os reagentes MDS foram descongelados em temperatura am-
biente e todos os tampdes necessarios foram feitos pelas instrugdes do kit. Para ca-
da poco, 150 uL de Bloqueador A foi adicionado a uma placa fosfoERK-Erktotal Du-
plex e ela foi permitida bloquear por 1 hora em temperatura ambiente em uma agita-
dor. A placa foi entdo lavada 4x com 160 ulL/po¢o de Tampéo de Lavagem 1x. 16
uL/pogo de Tampao de Lise + protease e inibidores de fosfatase (feito mais cedo
para estimulagdo das células) foram adicionados e 10 uL/pogo foram transferidos a

partir do sobrenadante lisado gelado da placa para os pogos da placa MSD (volume
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total entédo se torna 26 ulL/pogo). A placa MSD incubada por 3 horas em temperatura
ambiente em um agitador, a placa foi entdo lavada 4x com 160 ulL/pogo de tampéo
de lavagem 1x. 25 uL/pogo de anticorpo de detecgéo (diluido 50x em tampao de di-
luicao de anticorpo) foram adicionados e colocados para incubar por 1 hora em tem-
peratura ambiente em um agitador. A placa foi novamente lavada 4x com 160
uL/pogo de tampéao de lavagem 1x e 150 ulL/pog¢o de Tampéo Vermelho T 1x foi adi-
cionado apods o qual a placa foi imediatamente lida em maquina MSD Sector Imager
2400.

Quantificagdo BCA

[00740]0 Kit de Ensaio de Proteina Pierce BCA foi utilizado. Padrao BSA foi
diluida em placa de 96 pogos a partir de uma concentragdo maxima de 2 mg/mL,
com 2x diluigdes abaixo das colunas em Tampao de Lise de Sinalizagao Celular 1x
(ultimo grupo de pogos foram tampdes, ndo BSA). 25 ulL/pogo de padrées BSA fo-
ram pipetados em duplicatas para duas placas de 96 pocos de MaxiSorp. Diluicbes
3x de lisados foram feitas em Tampao de Lise de Sinalizagdo Célula 1x e 25 ulL/pogo
foram adicionados a placas MaxiSorp. O reagente de trabalho foi feito como pela
folha de instrugédo do Kit Pierce, onde 200 uL foram pipetados em cada pogo em pla-
cas MaxiSorp. As placas incubadas em temperatura ambiente e foram lidas a A=562
em leitor de placa.

Analise dos Dados

[00741]As concentracbes foram calculadas para todos os lisados com o Kit
BCA. Quando lisados sao todos similares em concentragao, entdo nao foram norma-
lizados para analise MSD. Para analise MSD, pontos médios de replicatas, calculo
do desvio padrao, e valores de CV. Uso de SigmaPlot para calcular os valores de
EC50 para diluicbes seriadas de variantes FGF-21, e uso de Fold Above WT EC50
como critérios de escalonamento para as variantes. Resultados podem ser vistos na
Figura 7a e 7b deste pedido.

Exemplo 27: Processo de Cascata de FGF-21 Nao-marcado

Preparo da Solubilizagdo do Corpo de Incluséo
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[00742]Pasta celular foi ressuspensa por mistura a um solido final de 10%
em Tampao de Corpo de Incluséo (Cl) | a 40C (50 mM de Tris, pH 8.0; 100 mM de
NaCl; 1 mM de EDTA; 1% de Triton X-100; 40CO0. Células foram lisadas por passa-
gem de material ressuspenso através de um microfluidizador em um total de duas
vezes, entao elas foram centrifugadas (10.000 g; 15 min.; 40C) e o sobrenadante foi
decantado. O concentrado ClI foi lavado por ressuspensao em um volume adicional
de Tampao Cl | (50 mM de Tris pH 8.0; 100 mM de NaCl; 1 mM de EDTA; 1% de
Triton X-100; 40C) e o material ressuspenso foi passado através do microfluidizador
em um total de duas vezes, entéo ele foi centrifugado (10.000 g; 15 min; 40C) e o
sobrenadante decantado. O concentrado ClI foi ressuspenso em um volume de Tam-
pao Cl Il (50 mM de Tris pH 8.0; 100 mM de NaCl; 1 mM de EDTA; 40C), entao ele
foi centrifugado (10.000 g; 15 min; 40C) e o sobrenadante decantado. O concentrado
Cl foi entao ressuspenso em 2 volume de tampéao Il (50 mM de Tris pH 8.0; 100 mM
de NaCl; 1 mM de EDTA; 40C). Ci foi aliquotado em recipientes apropriados, entao
ele foi centrifugado (10.000 g; 15 min; 40C) e o sobrenadante foi decantado. Corpos
de inclusao foram solubilizados (este € o ponto em que eles podem, de outra forma,
ser estocados a -800C até uso adicional).

Solubilizagao do Corpo de Inclusao

[00743]Corpos de inclusao foram solubilizados para uma concentracgéao final
entre 10-15 mg/mL em tampao de solubilizagdo (20 mM Tris, pH 8.0; 8M Uréia; 10
mM B-ME) e o solubilizado Cl incubado em temperatura ambiente sob mistura cons-
tante por 1 hora. Material insoluvel foi removido por filtragdo (0,45 um filtro PES) e a
concentracao da proteina foi ajustada (nem sempre necessario) por diluicdo com
tampao de solubilizagcao adicional (quando a concentracao da proteina ¢é alta).

Re-envelopamento

[00744]Re-envelopamento por diluigdo a uma concentracao final de proteina
de 0,5 mg/mL em 20 mM de Tris, pH 8.0; 4°C. O re-envelopamento foi permitido por
18 a 24 horas a 4°C.

Purificacao

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 343/412



326/345

[00745]Reacdo de re-envelopamento filtrado através de um filtro 0,45 uM
PES. Material carregado em uma coluna HP Q (GE Heathcare) equilibrada em Tam-
pao A (20 mM Tris, pH 7.5). FGF-21 eluido com um gradiente linear por 20 CV a
100% de tampéo B (20 mM Tris, pH 7.5; 250 mM de NaCl). FGF-21 monomeérico foi
agrupado.

Pegilacao e Purificagcao

[00746]0 grupo tomado de Q HP e tampao trocado para 20 mM Tris, pH 8.0;
2 M uréia; 1 mM de EDTA. pH caiu para 4.0 com 50% de acido acético glacial.
Amostra concentrada caiu para 4,0+1,0 mg/mL. 12:1 molar de PEG em excesso foi
adicionado e uma concentragao final de acido hidrazida 1%, pH 4.0 para a amostra.
Incubar a 28°C por 48-72 horas. Adicionar um final de 50 mM de Tris base para rea-
cao PEG e diluir 10 vezes com agua RO. Ter certeza que a condutividade é
<1mS/cm e pH esta entre 8.0-9.0. Material carregado em uma coluna Source 30Q
(GE Healthcare) equilibrada em Tampao A (20 mM Tris, pH 8.0). PEG-FGF-21 elui
com um gradiente linear por 20CV a 100% B (20 mM Tris, pH 8.0; 100 mM de NaCl).
Grupo PEG-FGF-21 e troca de tampao em 20 mM Tris, pH 7.4; 150 mM NaCl. Con-
centrar o material PEG entre 1-2 mg/mL e esterilizar por filtragdo usando filtro 0,22
um PES. Estocar a 4°C. Para estocagem prolongada, congelar rapidamente a -80°C.

Exemplo 28

Propriedades farmacocinéticas dos compostos FGF-21 em ratos

[00747]Este protocolo foi usado a fim de prover dados (encontrados nas Fi-
guras 11-23) nas propriedades farmacocinéticas de compostos FGF-21 Nativos ou
modificados com peg produzidos por tecnologia pertencente a ambrix em ratos ca-
racterizados. As farmacocinéticas de artigos testes foram avaliadas por ELISA espe-
cifico para FGF-21 humano a partir de amostras séricas obtidas em pontos de tem-
pos especificos apds a dose da droga.

Teste dos artigos:

1.Composto Ambrix PEG-R77 FGF-21 sera usado em 0,25 mg/mL diluido
em PBS 1x.
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2.Composto Ambrix PEG-Y104 FGF-21 sera usado em 0,25 mg/mL diluido
em PBS 1x.

3.Composto Ambrix PEG-R126 FGF-21 sera usado em 0,25 mg/mL diluido
em PBS 1x.

Qualidade do Artigo Teste/ Formulagao:

Concentragdes Estoques:

1,0 mg/mL PEG-R77 FGF-21

1,16 mg/mL PEG-Y104 FGF-21

1,08 mg/mL PEG-R126 FGF-21

Animais:

[00748]Doze (12) ratos machos Sprague-Dawley (SD) pesando aproxima-
damente 250-275 gramas no inicio do estudo terao catéteres cirurgicamente coloca-
dos na veia jugular antes de chegar a Ambrx. Animais foram recebidos a partir de
CRL em boas condicdes e serao aclimatados ao local do estudo por pelo menos 3
dias antes do inicio do estudo. Ratos serdo pesados no dia da administragdo do arti-
go teste. Animais serdo mantidos em condi¢cdes padroes, livres de patégeno com
comida e agua a vontade.

Grupos de Animais: Todos os compostos serdao administrados subcutanea-
mente

Grupo 1 (n=4): PEG-R77 injecao SC (0,25 mg/kg).

Grupo 2 (n=4): PEG-Y104 injegao SC (0,25 mg/kg).

Grupo 3 (n=4): PEG-R126 injecao SC (0,25 mg/kg).

[00749]Animais sao pesados antes da administracdo do artigo teste. Com-
postos sao formulados de forma a serem administrados em 1X PM em puL. Adminis-
tracao subcutanea de artigo teste é injetado na regido escapular dorsal. Animais re-
ceberdo uma injegao unica do artigo teste (tempo =0). Em pontos de tempo especifi-
cos (ver abaixo). Sangue total sera coletado a partir de animais, coletado em tubos
de coleta de microtainer SST. Soro sera permitido goagular por 30 minutos antes da

centrifugacédo. Soro sera transferido para tubos titulados de polipropileno, selados
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com microstrips, e estocados a -80°C até analise por ELISA para determinar concen-
tracdes séricas do FGF-21.

Coleta de Dados/Ponto Final:

[00750]Cada animal sera usado para um completo curso temporal da FC.
Aproximadamente 0,25 mL de sangue total sera retirado dos catéteres da veia jugu-
lar. Imediatamente apds a coleta de sangue, os catéteres serao fluidos com 0,1 mL
de salina. Os seguintes pontos de tempo de coleta para animais recebendo o mate-
rial artigo teste sao requeridos baseados no perfil famacocinético antecipado dos
artigos testes:

Pré-sangramento, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 56, 72 e 96 horas pos-dose.

Terminagao:

Todos os animais serao eutanasiados seguindo o término do estudo.

Resultados:

Resultados sdo dados na tabela abaixo e nas figuras acompanhando este

pedido.

Propriedades FC de Isbmero PEG FGF-21 - IV

. 0,25 mg/k R B
Isdmero PEG 30K in;ravengnsg e i SR
R72 R77 | H87 E91 | Y104 | EllO P146
Lam 2 1/hr 0.057 0.043 0.044 0.052
~ Lam _7_lower | hr | 8 8 8 8
Ly _Fz__'ppper hr 48 48 48 48
[HL_ Lam z [hr - | 12.27 16.44 15.61 13.67
| Tmax hr 025 | 0325 0.25 0.3125
| Cmax ng/mL | 5998.6 58023 | 78214 | 86558
Co ng/mL 6861.4 6662.5 9280.1 9149.9
AUCINF_obs hr*ng/mL | 53714.9 52962.1 694358 86554.6
Vz_obs ml/kg 82.46 113.10 81.65 58.06
| Clobs mL/hrkg | 4.65 4.74 3.6 292
MRTINF obs |hr [ 1449 | 1381 16.18 14.83
Vss_obs mLkg | 67.46 6553 | | 58.53 43.48

Propriedades FC Isémero PEG FGF-21 — SC
0,25 malky T M B T
subcutinen S e
| R72 R77 | HE7 E91 Y104

Isdmero PEG 30K

E110 | R126 | P146
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. Lam_z 1/hr 0.049 0.043 | 0.035 | 0.0317 |
& Lam _z lower | hr |24 24 |24 ) N 24
" Lam z upper | hr 96 90 96 96
"HL_ Lam z |hr 1472 | 16.14 | 19.93 22.01
Tmax he |24 24 22 ) 24
Cmax ng/mL  [254.5 1743 [229.7 R EEE
AUCINF obs | hr*ng/mL | 11824.7 8206.7 [ 121772 15908.4
Vz_obs | 'mLkg | 4589 7311 6062 | 503.4
Cl_obs mL/hr/kg | 21.92 31.67 | 2091 | - 15.86
MRTINF obs | hr ~136.52 13631 4035 140,07

Tmax aumentado de compostos PEGilados

T1/2 aumentado de compostos PEGilados

AUC aumentado de compostos PEGilados

Atributos FC dependentes do sitio de PEGilagao

Exemplos 29

Estudos in vivo de FGF-21 PEGilado

[00751]PEG-FGF-21, FGF-21 ndo modificado e solugcdo tampao sdo admi-
nistrados a camundongos e ratos. Os resultados mostrarao atividade superior € meia
vida prolongada de FGF-21 Pegilado da presente invengdo comparado a FGF-21
ndo modificado. Similarmente, FGF-21 modificado, FGF-21 ndo modificado, e solu-
¢ao tampao sao administrados a camundongos e ratos.

Analise Farmacocinética

[00752]WO 2005/091944 descreve estudos farmacocinéticos que podem ser
feitos com compostos FGD-21 da presente invencdo. Um polipeptideo FGF-21 da
invencao € administrado por vias intravenosas ou subcutdneas a camundongos. Os
animais sao sangrados antes e em pontos de tempo apds a dose. Plasma é coletado
a partir de cada amostra e analisado por radioimunoensaio. Meia vida de eliminacao
pode ser calculada e comparada entre polipeptideos FGF-21 compreendendo um
aminoacido nao naturalmente codificado e FGF-21 selvagem ou varias formas de
polipeptideos FGF-21 da invencdo. Similarmente, polipeptideos FGF-21 da invencéao
podem ser administrados em macacos cinomolgos. Os animais sdo sangrados antes
e em pontos de tempo apds a dose. Plama é coletado a partir de cada amostra e

analisado por radioimunoensaio.
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[00753]Polipeptideos da invencdo podem ser administrados a ratos machos
ZDF (ratos obesos, diabéticos; 8 semanas de idade no inicio do estudo, Charles Ri-
ver — GMI). Ratos sao alimentados com ragao Purina 5008 a vontade. Os seguintes
grupos teste sao feitos: Salina; Insulina 4U/dia; FGF-21, 500 pg/dia Aguda (grupo de
dose aguda é dosado uma vez e sangrado em T=0, 2, 4, 8 e 24 horas apos a dose);
FGF-21, 100 ng/dia; FGF-21, 250 pg/dia; FGF-21, 500 ug/dia; FGF-21 (uma vez/dia)
500 ug/dia; salina ndo gordurosa; Insulina ndo gordurosa 4U/dia; FGF-21 n&o gordu-
roso 500 ug/dia. Grupos Lean representam ratos ZDF n&o gorduroso, ndo diabéti-
Cos.

[00754]Compostos sao injetados s.c. (Duas vezes ao dia.), exceto pelo se-
gundo grupo 500 npg/dia que recebe uma injecao por dia para duragédo do estudo (7
dias). Ratos controle sao injetados com veiculo (PBS; 0,1 mL). Seguindo 7 dias de
dose, os animais sao sujeitos a um teste de tolerancia de glicose oral. Sangue para
glicose e triglicerideos é coletado por sangramento por corte da cauda sem aneste-
sico. Polipeptideos FGF-21 podem reduzir os niveis de glicose plasmatica em uma
forma dose-dependente. Também ratos magros podem nao se tornar hipoglicémicos
apos a exposicao dos polipeptideos FGF-21 da invengcdo quando comparados a ra-
tos dosados com insulina.

Modelo de Obesidade ob/ob

[00755]0O modelo de camundongo ob/oc € um modelo animal para hipergli-
cemina, resisténcia a insulina e obesidade. Os niveis de glicose plasmatica apds
tratamento com polipeptideo FGF-21 comparado aos grupos veiculo e controle insu-
lina podem ser medidos em camundongos ob/ob. Neste modelo de obesidade, os
grupos testes de camundongos machos ob/ob (7 dias de idade) sao injetados com
veiculo sozinho (PBS), insulina (4U/dia), ou polipeptideo FGF-21 (5 ug/dia e 25
ug/dia), subcutaneamente (0,1 mL, duas vezes ao dia) por sete dias. Sangue € cole-
tado por sangramento do corte da cauda nos dias 1, 3 e 7, uma hora antes da pri-
meira injecdo do composto, e niveis de glicose plasmatica sdo medidos usando um

protocolo padrao. Polipeptideos FGF-21 da invencao estimulam a captagao de glico-
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se se eles reduzem os niveis de glicose plasmatica quando comparados ao grupo
controle veiculo. Niveis de triglicerideos podem ser comparados apés o tratamento
com polipeptideos FGF-21 da invengdo comparado a outras moléculas. O polipepti-
deo pode ser administrado a camundongos através de doses multiplas, infusdo con-
tinua, ou dose unica etc.

Exemplo 30

[00756]Avaliacdo Farmacocinética de analogos FGF-21: As propriedades
farmacocinéticas de analogos PEG30K-pAF(N6-His)FGF21 com sitios variando de
conjugagao PEG foram avaliados em rato. Outros parametros estudados foram PM
PEG, bem como dose de composto administrada. A porcentagem de biodisponibili-
dade para uns poucos variantes PEG30K-pAF(N6-His)FGF21foi determinada.

[00757]Animais: Toda experimentacdo com animal foi conduzida sob proto-
colos aprovados pelo Comité de Uso e Cuidado de Animal Instituicional. Ratos Spra-
gue-Dawley machos (175-300 g) foram obtidos a partir de Laboratdérios Charles Ri-
ver. Ratos foram colocados individualmente em gaiolas em salas com ciclo 120h
luz/escuro e aclimatado ao vivario Ambrx por pelo menos 3 dias antes da experimen-
tacdo. Animais tiveram acesso provido a ragao de roedor 5001 Purina certificada e
agua a vontade.

[00758]Dose e Coleta de Soro: Catéteres foram cirurgicamente instalados na
veia jugular para coleta de sangue por CRL antes do envio. Seguindo a colocacgéao
do catéter com sucesso, animais foram separados para grupos de tratamento antes
da dose. Uma dose unica de composto foi administrada intravenosamente ou subcu-
taneamente em um volume de dose de 1 mL/kg. Concentracbes de dose do compos-
to foram derivadas pela diluicdo em PBS usando a concentragao estoque como de-
terminado no certificado de Liberacdo. Amostras de sangue foram coletadas em va-
rios pontos de tempo através do catéter colocado e colocadas em tubos de micro-
centrifuga SST. Soro foi coletado apds a centrifugacgao, e estocado a -80°C até ana-
lise.

[00759]Analise Farmacocinética: O ensaio para a quantificagdo de PEG-
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FGF-21 em soro de rato Sprague-Dawley foi desenvolvido em Ambrx Inc., La Jolla,
CA. Pocos de microplaca sao revestidos com anticorpo policlonal IgG de cabra anti-
FGF-21 humano. Amostras Padrbes (PD) e Controle de qualidade (CQ), ambas, fei-
tas por injecao de analogo PEG-FGF-21 em 100% de soro de rato Sprague Sawley,
e estudo de amostras sdo colocadas em pogos apds o pré-tratamento 1:100 com
tampao Bloqueador |I. O FGF-21 nos PDs, CQs e amostras de estudo é capturado
por Pab imobilizado. Materiais ndo ligados séo removidos por lavagem dos pogos.
Pab IgG biotinilado de cabra anti-FGF-21 humano (RnD Systems, clone BAF2539) é
adicionado aos pogos seguido por um passo de lavagem e a adigao de estreptavidi-
na-peroxidase rabano silvestre (SA-HRP; RnD Systems, Catalogo #DY998) para
deteccdo do PEG-FGF-21 capturado. Apds o passo de lavagem, solugéao de substra-
to tetrametilbenzidina (TMB, Kirkegaard Perry Laboratories) € adicionado aos pogos.
TMB reage com o peroxido em presenca de HRP e produz um sinal colorimétrico
proporcional a quantidade de PEG-FGF-21 analogo ligado pelo reagente de captura
no passo inicial. O desenvolvimento de cor é parado pela adicao de acido sulfurico
2N e a intensidade da cor (densidade o6tica, DO) é medida a 450 nm. A conversao de
unidades DO para as amostras do estudo e os CQs para concentragao € alcangado
através de um programa de computador mediado pela comparagao a uma curva pa-
drao na mesma placa, que € regresso de acordo com um modelo de regresséo de
logistica de parametro 5 usando pacote de reducao de dados SOFTmax Pro v5. Re-
sultados sao relatados em unidades de concentragdo ng/mL.

[00760]Concentragdes podem também ser medidas por um ensaio de san-
duiche de duplo anticorpo ou outros métodos conhecidos pelos versados na técnica.
Concentragdes foram calculadas usando uma curva padrao geradas a partir de um
composto de dose correspondente. Parametros farmacocinéticos foram estimados
usando o programa de modelamento WinNonlin (Pharsight, versao 4.1). Analise nao
comportamental para dados de animal individual com integragdo trapezdide line-
ar/corte-baixo foi usada, e dados de concentracao foi uniformemente pesado.

[00761]Conclusdes: As propriedades farmacocinéticas de N6-His FGF21 WT
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foi alinhadas com aquele relatado por Kharitonenkov et al, 2005 e foi comparavel a
proteina FGF21 WT nao marcada.

[00762]0s perfis farmacocinéticos de isdbmeros PEG30K-pAF(N6-His)FGF21
foram significantemente aumentados pela adigdo de uma molécula PEG 30kDa co-
mo comparado a resultados obtidos a partir de FGF21 (nao PEGilado) WT.

[00763]0s compostos PEGilados exibiram marcadamente diferentes perfis
FC quando dosados em 0,25 mg/kg nivel subcutaneamente. H87 e L86 tendem a ter
FC inferior atribuido como comparado a outros isdmeros. Ainda, compostos R131 e
Q108 PEG30 diferencialmente geraram propriedades FC superiores. Mais especifi-
camente, esses compostos tiveram AUC, Cmax e meia vida terminal aumentados.
Uma analise estrutura-atividade mais profunda pode revelar explicacbes estruturais
para varias propriedades FC de cada isdmero.

[00764]Comparacao do peso molecular PEG mostrou PEG30K-pAF91(N6-
His)FGF21 tem uma persisténcia levemente maior na circulagdo que PEG20K-
pAF91(N6-His)FGF21. Entretanto, como o isdmero 20 kDa tem um valor Cmax mai-
or, o AUCinf total para os dois compostos foi comparavel. Biodisponibilidade para a
isoforma de 20 kDa foi levemente melhor que a variante 30 kDa em 30% versus
20%, respectivamente.

Tabela 3: Valores do parametro farmacocinético para compostos dosados

em 0,25 mg/kg subcutaneamente em rato.
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0.25 r‘“l‘"i_'“"’l Tmax | Cmax | AUCy | AUCws | Vzf | CUFf | MRTng
mg/kg - | > T

SC hr hr ng/mL hr 'igf m | hr tgm mL/kg m{,[k‘;hr hr
W | 126 0.9 92.1 2616 | 2973 | 17689 | 9712 | 252
PP WT 1.19 1.5 6.6 2508 | 2947 | 15762 | 9104 | 2.53
R72 14.72 24 254.5 NE | 11824.7 | 4589 | 219 | 36.52
R77 32.30 22 237.0 | 14571.9 | 17687.8 | 6558 | 144 | 59.18
L86 33.90 27 52.2 32157 | 39288 | 3153.3 | 66.0 | 59.27
H87 16.14 24 174.3 NE 82067 | 731.1 | 317 | 363]
E91 19.93 22 229.7 NE 121772 | 6062 | 209 | 4035
Y104 12.37 24 3219 | 190858 | 21188.1 | 4163 | 11.9 | 47.63
Q108 2731 24 5903 | 318374 [ 36387.1 | 2724 | 7.0 51.71
R126 16.48 20 248.1 | 132383 [ 15033.4 | 643.0 | 168 | 49.57
R13] 26.13 24 5454 | 273734 [30786.0 | 3150 | 83 50.41
P146 22.01 24 321.3 NE 15908.4 | 503.4 | 159 | 40.07

[00765]Concentracao sérica versus curva de tempo foram avaliados por ana-

lise ndo comportamental (Pharsight, versao 4.1). N=3-4 ratos por composto. ND: ndo

feito; NE: ndo avaliado.

[00766]Tmax: tempo para alcangar Cmax; Cmax: concentragao maxima; t1/2

terminal: meia vida terminal; AUCultimo: area sob a curva de concentragdo-tempo

para a ultima amostra de plasma/ponto de tempo; AUCinf: area sob a curva concen-

tracao-tempo extrapolada para infinidade; MRT: tempo médio de residéncia; CI/f:

depuracdo de plasma total aparente; Vz/f: volume aparente de distribuicdo durante

fase terminal.

Tabela 4. Valores de parametro farmacocinético para PEG20K-pAF91(N6-

hHis)FGF21 dosado 0,25 mg/kg subcutaneamente em rato.
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i _  |Rato#1 | Rato#2 | Rato#3 | Rato#4
Terminal iz h 26 | 244 173 16.9
Tmax hr 8 8 TN 24
Cmax ng/mlL  |163.0 |182.1 155.7 88.8
AUCy hr*ng/mL | 7629.1 ;&659.1 6461.4 43754
[ AUCINE hr*ng/mL | 8232.0 | 8333.8 66612 | 4521.7
Vz/f mL/kg | 989.8 | 1054.2 937.3 1347.7
FCUf mL/hr/kg [30.4 | 30.0 37.5 55.3

MR T hr 399 [41.0 32.5 343

[00767]Curvas de concentracdo versus tempo foram avaliados por analise
nao comportamental (Pharsight, versdo 4.1). ND: n&o feito; NE: pode nao ser avalia-
do. Tmax: tempo para alcangcar Cmax; Cmax: concentracdo maxima; Terminal1/2:
meia vida terminal; AUCfinal: area sob a curva de concentracdo-tempo para a ultima
amostra de plasma/ponto de tempo; AUCinf: area sobre a curva concentragao-tempo
extrapolada para infinidade; MRT: média do tempo de resisténcia; Cl/f: depuracao do
plasma total aparente; Vz/f: volume aparente de distribuicdo durante a fase terminal.

Exemplo 31

Teste Clinico Humano de Seguranga e/ou Eficacia do FGF-21 PEGilado
compreendendo um Aminoacido Nao Naturalmente codificado

[00768]0Objetivo: Para observar a seguranga e farmacocinética de FGF-21
humano recombinante PEGilado subcutaneamente administrado compreendendo
um aminoacido ndo naturalmente codificado.

[00769]Pacientes: dezoito voluntarios saudaveis variando entre 20-40 anos
de idade e peso entre 60-90 kg s&o inscritos neste estudo. Os pacientes nao teréo
valores de laboratério clinicamente anormais significantes para hematologia ou qui-
mica do soro, e um estudo toxicolégico de urina negativo, estudo de HIV, e antigeno
de superficie de hepatite B. Eles ndao devem ter qualquer evidéncia do seguinte: hi-
pertensdo; uma historia de qualquer doenga hematoldgica primaria; histéria de do-

enga hepatica, cardiovascular, gastrointestinal, genitourinario, metabdlica, doenca
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neuroldgica significante; uma histéria de anemia ou disturbio de epilepsia; uma sen-
sibilidade a produtos bacterianos ou derivados de mamiferos conhecidos, PEG, ou
albumina sérica humana; consumo habitual ou pesado de bebidas contendo cafeina;
participacdo em qualquer outro teste clinico ou tiveram sangue transfundido ou doa-
do dentro de 30 dias da entrada do estudo; tiveram exposicdo a FGF-21 dentro de
trés meses da entrada do estudo; tiveram uma doenca dentro de sete dias da entra-
da do estudo; e tém anormalidades significantes no exame pré-estudo fisico ou nas
avaliagdes laboratoriais clinicas dentro de 14 dias da entrada de estudo. Todos os
pacientes sdo avaliados para segurancga e todas as coletas de sangue para analise
de farmacocinética sdo coletadas como esquematizado. Todos os estudos sao feitos
com aprovagao do comité ético institucional e consenso do paciente.
[00770]Desenho do Estudo: Esta sera a Fase |, centro unico, marcagao
aberta, aleatério, estudo de ligagcédo cruzada de dois periodos em voluntarios de ma-
chos saudaveis. Dezoito pacientes sao aleatoriamente distribuidos a um de dois
grupos de sequéncia de tratamento (nove pacientes/grupo). FGF-21 é administrado
ao longo de dois periodos de doses separadas como uma injegao bolus s.c. na coxa
superior usando doses equivalentes do FGF-21 PEGilado compreendendo um ami-
noacido nao naturalmente codificado e o produto comercialmente disponivel escolhi-
do. A dose e frequéncia de administracdo do produto comercialmente disponivel é
como instruida na bula da embalagem. Dose adicional, frequéncia de dose, ou outro
parametro como desejado, usando os produtos comercialmente disponiveis podem
ser adicionados ao estudo por inclusdo de grupos adicionais de pacientes. Cada pe-
riodo de dosagem é separado por um periodo de descanso de 14 dias. Pacientes
sdo confinados ao centro de estudo pelo menos 12 horas antes a e 72 horas se-
guindo a dose para cada um dos dois periodos de dosagem, mas n&o entre os peri-
odos de dosagem. Grupos adicionais de pacientes podem ser adicionados se exis-
tem doses adicionais, frequéncia, ou outro paradmetro a ser testado para o FGF-21
PEGilado também. A formulagdo experimental do FGF-21 é o FGF-21 PEGilado

compreendendo um aminoacido nao naturalmente codificado.
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[00771]Amostra de sangue: sangue seriado € coletado por puncéo direta na
veia antes e apds administragdo do FGF-21. Amostras de sangue venoso (5 mL)
para determinacao das concentracbes de FGF-21 sérico sdo obtidas em cerca de
30, 20 e 10 minutos antes da dose (3 amostras iniciais) € em aproximadamente os
seguintes tempos apds a dosagem: 30 minutos e em 1, 2, 5, 8, 12, 15, 18, 24, 30,
36, 48, 60 e 72 horas. Cada amostra de soro é dividida em duas aliquotas. Todas as
amostras de soro sao estocadas a -20°C. Amostras de soro sao enviadas no gelo
seco. Testes de laboratdrio clinico em jejum (hematologia, quimica do soro, e urinali-
se) sao feitos imediatamente antes a dose inicial no dia 1, a manha do dia 4, imedia-
tamente antes da dose no dia 16, e na manha do dia 19.

Métodos Bioanaliticos. Um kit ELISA é usado para a determinacao das con-
centracdes de FGF-21 séricas.

[00772]Determinagdes de Segurancga. Sinais vitais sao gravados imediata-
mente antes de cada dosagem (Dias 1 € 16), e nas 6, 24, 48 e 72 horas apds cada
dose. Determinagdes de seguranga sao baseadas na incidéncia e tipo de eventos
adversos e mudangas nos testes clinicos de laboratérios a partir do basal. Em adi-
¢ao, mudancas a partir do pré-estudo em medidas de sinais vitais, incluindo pressao
sanguinea, e resultados de exame fisico sdo avaliados.

[00773]Analise de Dados. Valores de concentragao sérica pos-dose sao cor-
rigidos para concentracoes de FGF-21 basais na pré-dose por subtragcdo de cada um
dos valores pés-dose da média da concentragao do FGF-21 basal determinado a
partir da média dos niveis de FGF-21 a partir de trés amostras coletadas em 30, 20 e
10 minutos antes da dosagem. Concentragdes FGF-21 séricas na pré-dosagem nao
sao incluidas no calculo do valor médio se elas estao abaixo do nivel de quantifica-
¢ao do ensaio. Parametros farmacocinéticos sao determinados a partir dos dados de
concentracao sérica para as concentracées de FGF-21 basais. Parametros farmaco-
cinéticos sao calculados por métodos independentes de modelo em um sistema
computacional Digital Equipament Corporation VAX 8600 usando a ultima versao do

programa BIOAVL. Os seguintes parametros farmacocinéticos sdo determinados:
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pico de concentracao sérica (Cmax); tempo do pico de concentragao sérica (tmax);
area sob a curva concentragao-tempo (AUC) a partir do tempo zero para o ultimo
tempo de amostra de sangue (AUCO0-72) calculado com o uso de regras trapezoéides
lineares; e meia vida de eliminagao terminal (t1/2), computados a partir da taxa de
eliminagdo constante. A taxa de eliminagdo constante é estimada por regressao li-
near de pontos de dados consecutivos na regiao linear terminal do grafico de con-
centragao-tempo log-linear. A média, desvio padrao (DP), e coeficiente de variagcéo
(CV) dos parametros farmacocinéticos sao calculados para cada tratamento. A pro-
porcao das médias dos parametros (formulagdo conservada/formulagdo nao conser-
vada) é calculada.

[00774]Resultados de Seguranca. A incidéncia de eventos adversos é
igualmente distribuida através dos grupos de tratamento. Existem mudangas clini-
camente significantes a partir dos testes laboratoriais basais ou pré-estudo clinico ou
pressdes sanguineas, e nenhuma mudanc¢a notavel a partir do pré-estudo em resul-
tados de exame fisico e medidas de sinais vitais. Os perfis de seguranca para os
dois grupos de tratamento devem parecer similares.

[00775]Resultados Farmacocinéticos: Médias dos perfis de concentragao-
tempo FGF-21 sérico (nao corrigidos para niveis de FGF-21 basais) em todos os 18
pacientes apos receber FGF-21 PEGilados compreendendo um aminoacido ndo na-
turalmente codificado em cada ponto de tempo medido. Todos os pacientes devem
ter concentragdes de FGF-32 basais de pré-dose dentro da variagao fisiolégica nor-
mal. Parametros farmacocinéticos sdo determinados a partir dos dados séricos cor-
rigidos para média da concentracao do FGF-21 basal na pré-dose e Cmax e tmax
sao determinados. O tmax médio para comparador(es) clinico(s) escolhido(s) é(sado)
significantemente mais curtos que o tmax para FGF-21 PEGilado compreendendo o
aminoacido nao naturalmente codificado. Os valores de meia vida terminais séo sig-
nificativamente mais curtos para comparador(es) pré-clinicos testados comparados
com a meia vida terminal para o FGF-21 PEGilado compreendendo um aminoacido

nao naturalmente codificado.
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[00776]Embora o presente estudo seja conduzido em pacientes masculinos
saudaveis, caracteristicas de absorcao similar e perfis de seguranga podem ser an-
tecipados em outras populagdes de paciente; tais pacientes masculinos ou femininos
com cancer ou faléncia renal crbnica, pacientes com faléncia renal pediatrica, paci-
entes em programas de pré-depdsito autdlogo, ou pacientes com cirurgia eletiva
agendada.

[00777]Em conclusdo, doses unicas subcutaneamente administradas de
FGF-21 PEGilado compreendendo aminoacido n&do naturalmente codificado serao
seguras e bem toleradas por pacientes masculinos saudaveis. Baseado em uma in-
cidéncia comparativa de eventos adversos, valores de laboratério clinico, sinais vi-
tais, e resultados de exame fisico, os perfis de seguranca das formas comercialmen-
te disponiveis de FGF-21 e FGF-21 PEGilado compreendendo aminoacido n&ao natu-
ralmente codificado serdo equivalentes. O FGF-21 PEGilado compreendendo ami-
noacido ndo naturalmente codificado potencialmente prové grande utilidade clinica
para pacientes e provedores de assisténcia a saude.

[00778]E entendido que os exemplos e modalidades descritos aqui sdo para
propositos ilustrativos somente e que varias modificagdes ou mudangas na luz dos
mesmos sugerirdo aos versados na técnica e serdo incluidos dentro do espirito e
alcance deste pedido e objetivo das reivindicagdes em anexo. Todas as publicagdes,
patentes , pedidos de patentes, e/ou outros documentos citados neste pedido incor-
porados em sua totalidade para todos os propositos para a mesma extensao como
se cada publicacao individual, patente, pedido de patente, e/ou outro documento

fossem individualmente indicados a ser incorporados por referéncia para todos os

propositos.
TABELA 5: Sequéncias Citadas.
SE Nome da Sequéncia
Q
ID#
1 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 sem lider (forma P)
HPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPE
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SLLQLKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLE
DGYNVYQSEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGI
LAPOPPDVGSSDPLSMVGPSOGRSPSYAS

2 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 sem lider (forma P)-marcado com His

MHHHHHHSGGHPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLYTDDAQQTEAHLEIREDG
TVGGAADQSPESLLQLKALKPGVIQILGVKTSRFLCQRPDGALYGSLHID
PEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGNKSPHRDPAPRGPARFLPLP
GLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQGRSPSYAS

3 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 com lider (forma P)-lider com 3 leucinas (209

aminodcidos forma-P)

MDSDETGFEHSGLWVSVLAGLLLGACQAHPIPDSSPLLQFGGQVRQRYL
YTDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKPGVIQILGVKTS
RFLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGN
KSPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQ
GRSPSYAS

4 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 com lider (forma P)-lider com duas leucinas

MDSDETGFEHSGLWVSVLAGLLGACQAHPIPDSSPLLQFGGQVRQRYLY
TDDAQQTEAHLEIREDGTVGGAADQSPESLLQLKALKPGVIQILGVKTSR
FLCQRPDGALYGSLHFDPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGNK
SPHRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPPEPPGILAPQPPDVGSSDPLSMVGPSQG
RSPSYAS

5 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 sem lider (forma L)

His Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg
Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala GIn Gln Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg Glu Asp
Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser Pro Glu Ser Leu Leu GIn Leu Lys Ala
Leu Lys Pro Gly Val lle Gln Ile Leu Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln
Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly Ser Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe
Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr Asn Val Tyr GIn Ser Glu Ala His Gly
Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Pro Arg Gly
Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu Pro Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly
lle Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly
Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Ala Ser

6 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 com lider (forma L) — lider com 3 leucinas (209
aminoacidos na forma L)

Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser Val Leu Ala
Gly Leu Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala His Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu
Gln Phe Gly Gly GIn Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln GIn
Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln
Ser Pro Glu Ser Leu Leu Gin Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val lle Gln Ile Leu
Gly Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly Ser
Leu His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly
Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys
Ser Pro His Arg Asp Pro Ala Pro Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly
Leu Pro Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val

Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser GIn Gly Arg Ser Pro Ser Tyr
Ala Ser

7 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 com lider (forma L) — lider com 2 leucinas (208

aminoacidos na forma L)
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Met Asp Ser Asp Glu Thr Gly Phe Glu His Ser Gly Leu Trp Val Ser Val Leu Ala
Gly Leu Leu Gly Ala Cys Gln Ala His Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro Leu Leu Gln
Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Ala Gln Gln Thr
Glu Ala His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Gly Gly Ala Ala Asp Gln Ser
Pro Glu Ser Leu Leu Gln Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln Ile Leu Gly
Val Lys Thr Ser Arg Phe Leu Cys Gln Arg Pro Asp Gly Ala Leu Tyr Gly Ser Leu
His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp Gly Tyr
Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu His Leu Pro Gly Asn Lys Ser
Pro His Arg Asp Pro Ala Pro Arg Gly Pro Ala Arg Phe Leu Pro Leu Pro Gly Leu
Pro Pro Ala Leu Pro Glu Pro Pro Gly Ile Leu Ala Pro Gln Pro Pro Asp Val Gly
Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Gly Pro Ser Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Ala
Ser

Sequéncia Nucleotidica para FGF-21 sem lider (forma P)

CACCCCATCCCTGACTCCAGTCCTCTCCTGCAATTCGGGGGCCAAGTC
CGGCAGCGGTACCTCTACACAGATGATGCCCAGCAGACAGAAGCCCA
CCTGGAGATCAGGGAGGATGGGACGGTGGGGGGCGCTGCTGACCAGA
GCCCCGAAAGTCTCCTGCAGCTGAAAGCCTTGAAGCCGGGAGTTATTC
AAATCTTGGGAGTCAAGACATCCAGGTTCCTGTGCCAGCGGCCAGATG
GGGCCCTGTATGGATCGCTCCACTTTGACCCTGAGGCCTGCAGCTTCC
GGGAGCTGCTTCTTGAGGACGGATACAATGTTTACCAGTCCGAAGCCC
ACGGCCTCCCGCTGCACCTGCCAGGGAACAAGTCCCCACACCGGGAC
CCTGCACCCCGAGGACCAGCTCGCTTCCTGCCACTACCAGGCCTGCCC
CCCGCACCCCCGGAGCCACCCGGAATCCTGGCCCCCCAGCCCCCCGAT
GTGGGCTCCTCGGACCCTCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGA
AGCCCCAGCTACGCTTCCTGA

Sequéncia nucleotidica para FGF-21 sem lider (forma P) — marcado com His

ATGCATCATCATCATCATCATAGCGGCGGCCACCCCATCCCTGACTCC
AGTCCTCTCCTGCAATTCGGGGGCCAAGTCCGGCAGCGGTACCTCTAC
ACAGATGATGCCCAGCAGACAGAAGCCCACCTGGAGATCAGGGAGGA
TGGGACGGTGGGGGGCGCTGCTGACCAGAGCCCCGAAAGTCTCCTGC
AGCTGAAAGCCTTGAAGCCGGGAGTTATTCAAATCTTGGGAGTCAAG
ACATCCAGGTTCCTGTGCCAGCGGCCAGATGGGGCCCTGTATGGATCG
CTCCACTTTGACCCTGAGGCCTGCAGCTTCCGGGAGCTGCTTCTITGAG
GACGGATACAATGTTTACCAGTCCGAAGCCCACGGCCTCCCGCTGCAC
CTGCCAGGGAACAAGTCCCCACACCGGGACCCTGCACCCCGAGGACC
AGCTCGCTTCCTGCCACTACCAGGCCTGCCCCCCGCACCCCCGGAGCC
ACCCGGAATCCTGGCCCCCCAGCCCCCCGATGTGGGCTCCTCGGACCC
TCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGAAGCCCCAGCTACGCTTC
CTGA

10

Sequéncia nucleotidica para FGF-21 com lider (forma P)-lider com 3 leucinas

ATGGACTCGGACGAGACCGGGTTCGAGCACTCAGGACTGTGGGTTTCT

GTGCTGGCTGGTCTTCTGCTGGGAGCCTGCCAGGCACACCCCATCCCT
GACTCCAGTCCTCTCCTGCAATTCGGGGGCCAAGTCCGGCAGCGGTAC
CTCTACACAGATGATGCCCAGCAGACAGAAGCCCACCTGGAGATCAG
GGAGGATGGGACGGTGGGGGGCGCTGCTCGACCAGAGCCCCGAAAGTC
TCCTGCAGCTGAAAGCCTTGAAGCCGGGAGTTATTCAAATCTTGGGAG
TCAAGACATCCAGGTTCCTGTGCCAGCGGCCAGATGGGGCCCTGTATG
GATCGCTCCACTTTGACCCTGAGGCCTGCAGCTTCCGGGAGCTGCTTC
TTGAGGACGGATACAATGTTTACCAGTCCGAAGCCCACGGCCTCCCGC
TGCACCTGCCAGGGAACAAGTCCCCACACCGGGACCCTGCACCCCGA
GGACCAGCTCGCTTCCTGCCACTACCAGGCCTGCCCCCCGCACCCCCG
GAGCCACCCGGAATCCTGGCCCCCCAGCCCCCCGATGTGGGCTCCTCG
GACCCTCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGAAGCCCCAGCTAC
GCTTCCTGA

11

Sequéncia Nucleotidica para FGF-21 com lider (forma P)-lider com 2 leucinas

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 359/412




342/345

ATGGACTCGGACGAGACCGGGTTCGAGCACTCAGGACTGTGGGTTTCT
GTGCTGGCTGGTCTTCTGGGAGCCTGCCAGGCACACCCCATCCCTGAC
TCCAGTCCTCTCCTGCAATTCGGGGGCCAAGTCCGGCAGCGGTACCTC
TACACAGATGATGCCCAGCAGACAGAAGCCCACCTGGAGATCAGGGA
GGATGGGACGGTGGGGGGCGCTGCTGACCAGAGCCCCGAAAGTCTCC
TGCAGCTGAAAGCCTTGAAGCCGGGAGTTATTCAAATCTTGGGAGTCA
AGACATCCAGGTTCCTGTGCCAGCGGCCAGATGGGGCCCTGTATGGAT
CGCTCCACTTTGACCCTGAGGCCTGCAGCTTCCGGGAGCTGCTTCTTG
AGGACGGATACAATGTTTACCAGTCCGAAGCCCACGGCCTCCCGCTGC
ACCTGCCAGGGAACAAGTCCCCACACCGGGACCCTGCACCCCGAGGA
CCAGCTCGCTTCCTGCCACTACCAGGCCTGCCCCCCGCACCCCCGGAG
CCACCCGGAATCCTGGCCCCCCAGCCCCCCGATGTGGGCTCCTCGGAC
CCTCTGAGCATGGTGGGACCTTCCCAGGGCCGAAGCCCCAGCTACGCT
TCCTGA

12

Sequéncia Nucleotidica para FGF-21 sem lider (forma L)

CACCCCATCC CTGACTCCAG TCCTCTCCTG CAATTCGGGG
GCCAAGTCCG GCAGCGGTACCTCTACACAG ATGATGCCCA
GCAGACAGAA GCCCACCTGG AGATCAGGGA
GGATGGGACGGTGGGGGGCG CTGCTGACCA GAGCCCCGAA
AGTCTCCTGC AGCTGAAAGC CTTGAAGCCGGGAGTTATTC
AAATCTTGGG AGTCAAGACA TCCAGGTTCC TGTGCCAGCG
GCCAGATGGGGCCCTGTATG GATCGCTCCA CTTTGACCCT
GAGGCCTGCA GCTTCCGGGA GCTGCTTCTTGAGGACGGAT
ACAATGTTTA CCAGTCCGAA GCCCACGGCC TCCCGCTGCA
CCTGCCAGGGAACAAGTCCC CACACCGGGA CCCTGCACCC
CGAGGACCAG CTCGCTTCCT GCCACTACCAGGCCTGCCCC
CCGCACTCCC GGAGCCACCC GGAATCCTGG CCCCCCAGCC
CCCCGATGTGGGCTCCTCGG ACCCTCTGAG CATGGTGGGA
CCTTCCCAGG GCCGAAGCCCAGCTACGCTTCCTGA

13

Sequéncia Nucleotidica para FGF-21 com lider (forma L)-lider com 3 leucinas

ATG GAC TCG GAC GAG ACC GGG TTC GAG CAC TCA GGA CTG TGG
GTT TCT GTG CTG GCT GGT CTT CTG CTG GGA GCC TGC CAG GCA
CAC CCC ATC CCT GAC TCC AGT CCT CTC CTG CAA TTC GGG GGC

CAA GTC CGG CAG CGG TAC CTC TAC ACA GAT GAT GCC CAG CAG
ACA GAA GCC CAC CTG GAG ATC AGG GAG GAT GGG ACG GTG GGG
GGC GCT GCT GAC CAG AGC CCC GAA AGT CTC CTG CAG CTG AAA
GCC TTG AAG CCG GGA GTT ATT CAA ATC TTG GGA GTC AAG ACA
TCC AGG TTC CTG TGC CAG CGG CCA GAT GGG GCC CTG TAT GGA
TCG CTC CAC TTT GAC CCT GAG GCC TGC AGC TTC CGG GAG CTG
CTT CTT GAG GAC GGA TAC AAT GTT TAC CAG TCC GAA GCC CAC
GGC CTC CCG CTG CAC CTG CCA GGG AAC AAG TCC CCA CAC CGG
GAC CCT GCA CCC CGA GGA CCA GCT CGC TTC CTG CCA CTA CCA
GGC CTG CCC CCC GCA CTC CCG GAG CCA CCC GGA ATC CTG GCC
CCC CAG CCC CCC GAT GTG GGC TCC TCG GAC CCT CTG AGC ATG
GTG GGA CCT TCC CAG GGC CGA AGC CCC AGC TAC GCT TCC TGA

14

Sequéncia Nucleotidica para FGF-21 com lider (forma L)-lider com 2 leucinas
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ATG GAC TCG GAC GAG ACC GGG TTC GAG CAC TCA GGA CTG TGG
GTT TCT GTG CTG GCT GGT CTT CTG GGA GCC TGC CAG GCA CAC
CCC ATC CCT GAC TCC AGT CCT CTC CTG CAA TTC GGG GGC CAA
GTC CGG CAG CGG TAC CTC TAC ACA GAT GAT GCC CAG CAG ACA
GAA GCC CAC CTG GAG ATC AGG GAG GAT GGG ACG GTG GGG GGC
GCT GCT GAC CAG AGC CCC GAA AGT CTC CTG CAG CTG AAA GCC
TTG AAG CCG GGA GTT ATT CAA ATC TTG GGA GTC AAG ACA TCC
AGG TTC CTG TGC CAG CGG CCA GAT GGG GCC CTG TAT GGA TCG
CTC CACTTT GAC CCT GAG GCC TGC AGC TTC CGG GAG CTG CTT
CTT GAG GAC GGA TAC AAT GTT TAC CAG TCC GAA GCC CAC GGC
CTC CCG CTG CAC CTG CCA GGG AAC AAG TCC CCA CAC CGG GAC
CCT GCA CCC CGA GGA CCA GCT CGC TTC CTG CCA CTA CCA GGC
CTG CCC CCC GCA CTC CCG GAG CCA CCC GGA ATC CTG GCcC CcCC
CAG CCC CCC GAT GTG GGC TCC TCG GAC CCT CTG AGC ATG GTG
GGA CCT TCC CAG GGC CGA AGC CCC AGC TAC GCT TCC TGA

34 Sequéncia de aminoacido de FGF-21 (Rattus norvegicus —
ref[NP_570108.1][18543365]

Met Asp Trp Met Lys Ser Arg Val Gly Ala Pro Gly Leu Trp Val Cys Leu Leu
Leu Pro Val Phe Leu Leu Gly Val Cys Glu Ala Tyr Pro lle Ser Asp Ser Ser Pro
Leu Leu Gln Phe Gly Gly Gln Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Asp
Gln Asp Thr Glu Ala His Leu Glu Tle Arg Glu Asp Gly Thr Val Val Gly Thr Ala
His Arg Ser Pro Glu Ser Leu Leu Glu Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val lle GIn
lle Leu Gly Val Lys Ala Ser Arg Phe Leu Cys Gln Gln Pro Asp Gly Thr Leu Tyr
Gly Ser Pro His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu Lys Asp
Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu Arg Leu Pro Gln Lys
Asp Ser Gln Asp Pro Ala Thr Arg Gly Pro Val Arg Phe Leu Pro Met Pro Gly Leu
Pro His Glu Pro Gln Glu Gln Pro Gly Val Leu Pro Pro Glu Pro Pro Asp Val Gly
Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Glu Pro Leu Gln Gly Arg Ser Pro Ser Tyr Ala
Ser

35 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 (Mus musculus — ref[NP_064397.1][9910218]

Met Glu Trp Met Arg Ser Arg Val Gly Thr Leu Gly Leu Trp Val Arg Leu Leu

Leu Ala Val Phe Leu Leu Gly Val Tyr Gln Ala Tyr Pro Ile Pro Asp Ser Ser Pro

Leu Leu Gin Phe Gly Gly GIn Val Arg Gln Arg Tyr Leu Tyr Thr Asp Asp Asp
Gln Asp Thr Glu Ala His Leu Glu Ile Arg Glu Asp Gly Thr Val Val Gly Ala Ala
His Arg Ser Pro Glu Ser Leu Leu Glu Leu Lys Ala Leu Lys Pro Gly Val Ile Gln
Tle Leu Gly Val Lys Ala Ser Arg Phe Leu Cys Gln Gln Pro Asp Gly Ala Leu Tyr
Gly Ser Pro His Phe Asp Pro Glu Ala Cys Ser Phe Arg Glu Leu Leu Leu Glu Asp
Gly Tyr Asn Val Tyr Gln Ser Glu Ala His Gly Leu Pro Leu Arg Leu Pro Gln Lys
Asp Ser Pro Asn Gln Asp Ala Thr Ser Trp Gly Pro Val Arg Phe Leu Pro Met Pro
Gly Leu Leu His Glu Pro Gln Asp Gln Ala Gly Phe Leu Pro Pro Glu Pro Pro Asp
Val Gly Ser Ser Asp Pro Leu Ser Met Val Glu Pro Leu Gln Gly Arg Ser Pro Ser
Tyr Ala Ser

36 Sequéncia de aminoacido do FGF-21 (Danio rerio —
ref[NP_001038789.1][113671792])
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Met Leu Phe Ala Cys Phe Phe Ile Phe Phe Ala Leu Phe Pro His Leu Arg Tty
Met Tyr Val Pro Ala Gln Asn Val Leu Leu Gln Phe Gly Thr Gln Val Arg G
Arg Leu Leu Tyr Thr Asp Gly Leu Phe Leu Glu Met Asn Pro Asp Gly Ser \
Lys Gly Ser Pro Glu Lys Asn Leu Asn Cys Val Leu Glu Leu Arg Ser Val Ly
Gly Glu Thr Val Ile GIn Ser Ala Ala Thr Ser Leu Tyr Leu Cys Val Asp Asp
Asp Lys Leu Lys Gly Gln His His Tyr Ser Ala Leu Asp Cys Thr Phe Gln Gl
Leu Leu Asp Gly Tyr Ser Phe Phe Leu Ser Pro His Thr Asn Leu Pro Val Sei
Leu Ser Lys Arg Gln Lys His Gly Asn Pro Leu Ser Arg Phe Leu Pro Val Se
Ala Glu Asp Ser Arg Thr Gln Glu Val Lys GlIn Tyr Ile Gln Asp Ile Asn Leu
Ser Asp Asp Pro Leu Gly Met Gly His Arg Ser His Leu Gln Thr Val Phe Se
Ser Leu His Thr Lys Lys

37

Sequéncia de aminoacido de Klotho beta (Homo sapiens —
ref[NP_783864.1][28376633])

MKPGCAAGSPGNEWIFFSTDEITTRYRNTMSNGGLQRSVILSALILLRAVT
GFSGDGRAIWSKNPNFTPVNESQLFLYDTFPKNFFWGIGTGALQVEGSWK
KDGKGPSIWDHFIHTHLKNVSSTNGSSDSYIFLEKDLSALDFIGVSFYQFSI
SWPRLFPDGIVIVANAKGLQYYSTLLDALVLRNIEIVILYHWDLPLALQE
KYGGWKNDTIIDIFNDYATYCFQMFGDRVKYWITIHNPYLVAWHGYGTG
MHAPGEKGNLAAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYNTHFRPHQKGWLSITLG
SHWIEPNRSENTMDIFKCQQSMVSVLGWFANPIHGDGDYPEGMRKKLFS
VLPIFSEAEKHEMRGTADFFAFSFGPNNFKPLNTMAKMGQNVSLNLREAL
NWIKLEYNNPRILIAENGWFTDSRVKTEDTTATYMMKNFLSQVLQAIRLD
EIRVFGYTAWSLLDGFEWQDAYTIRRGLFYVDFNSKQKERKPKSSAHYY
KQIRENGFSLKESTPDVQGQFPCDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPHL
YVWNATGNRLLHRVEGVRLKTRPAQCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYR
FALDWASVLPTGNLSAVNRQALRYYRCVVSEGLKLGISAMVTLYYPTHA
HLGLPEPLLHADGWLNPSTAEAFQAYAGLCFQELGDLVKLWITINEPNRL
SDIYNRSGNDTYGAAHNLLVAHALAWRLYDRQFRPSQRGAVSLSLHAD
WAEPANPYADSHWRAAERFLQFEIAWFAEPLFKTGDYPAAMREYIASKH
RRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDFCALNHFTTRFVMHEQLAGSRYDSD
RDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNYGDMDIYITASGIDDQ
ALEDDRLRKYYLGKYLQEVLKAYLIDKVRIKGYYAFKLAEEKSKPRFGFF
TSDFKAKSSIQFYNKVISSRGFPFENSSSRCSQTQENTECTVCLFLVQKKPL
IFLGCCFFSTLVLLLSIAIFOROKRRKFWKAKNLOHIPLKKGKRVVS

38

Sequéncia de aminoacido de Klotho beta (Mus musculis — refNP_112457.1
Gl: 13626032
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MKTGCAAGSPGNEWIFFSSDERNTRSRKTMSNRALQRSAVLSAFVLLRA
VTGFSGDGKAIWDKKQYVSPVNPSQLFLYDTFPKNFSWGVGTGAFQVEG
SWKTDGRGPSIWDRYVYSHLRGVNGTDRSTDSYIFLEKDLLALDFLGVSF
YQFSISWPRLFPNGTVAAVNAQGLRYYRALLDSLVLRNIEPIVTLYHWDL
PLTLQEEYGGWKNATMIDLFNDYATYCFQTFGDRVKYWITIHNPYLVAW
HGFGTGMHAPGEKGNLTAVYTVGHNLIKAHSKVWHNYDKNFRPHQKG
WLSITLGSHWIEPNRTDNMEDVINCQHSMSSVLGWFANPIHGDGDYPEF
MKTGAMIPEFSEAEKEEVRGTADFFAFSFGPNNFRPSNTVVKMGQNVSLN
LRQVLNWIKLEYDDPQILISENGWFTDSYIKTEDTTAIYMMKNFLNQVLQ
AIKFDEIRVFGYTAWTLLDGFEWQDAYTTRRGLFYVDFNSEQKERKPKSS
AHYYKQIIQDNGFPLKESTPDMKGRFPCDFSWGVTESVLKPEFTVSSPQFT
DPHLYVWNVTGNRLLYRVEGVRLKTRPSQCTDYVSIKKRVEMLAKMKYV
THYQFALDWTSILPTGNLSKVNRQVLRYYRCVVSEGLKLGVFPMVTLYH
PTHSHLGLPLPLLSSGGWLNMNTAKAFQDYAELCFRELGDLVKLWITINE
PNRLSDMYNRTSNDTYRAAHNLMIAHAQVWHLYDRQYRPVQHGAVSLS
LHCDWAEPANPFVDSHWKAAERFLQFEIAWFADPLFKTGDYPSVMKEYI
ASKNQRGLSSSVLPRFTAKESRLVKGTVDFYALNHFTTRFVIHKQLNTNR
SVADRDVQFLQDITRLSSPSRLAVTPWGVRKLLAWIRRNYRDRDIYITAN
GIDDLALEDDQIRKYYLEKYVQEALKAYLIDKVKIKGYYAFKLTEEKSKP
RFGFFTSDFRAKSSVQFYSKLISSSGLPAENRSPACGQPAEDTDCTICSFLV
EKKPLIFFGCCFISTLAVLLSITVFHHQKRRKFQKARNLQ
NIPLKKGHSRVFS

39 Sequéncia lider nucleotidica OmpA

algaaaaaaactgctatcgegatcgetgtagetctggetggtticgegacegtagetaacget

40 Sequéncia lider nucleotidica OmpA
MKKTATATAVALAGFATVANA
41 Sequéncia lider nucleotidica MalE

atgaaaataaaaacaggtocacgcatectegecattatecgeattaacgacgatgatgttttccgoecteggcictcgec

42 Sequéncia lider aminoacido MalE
MKIKTGARILALSALTTMMEFSASALA
43 Sequéncia lider nucleotidica Stll

atpgaaaaapaatatcgcatttcttictigeatctatgticgttttttctattgectacaaatgectatgea

44 Sequéncia lider aminoacido Stll

MKKNIAFLLASMFVFSIATNAYA
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REIVINDICACOES
1. Polipeptideo FGF-21 CARACTERIZADO pelo fato de que contém um

aminoacido codificado ndo-naturalmente, em que:

(@) o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de aminoacidos consistindo na
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:1 fundida a uma metionina N-terminal, SEQ ID NO:2, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:5 fundida a uma metionina N-
terminal, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:7; em que a referida sequéncia de aminoacidos
é substituida com o referido aminoacido codificado n&o-naturalmente localizado nos
residuos 72, 77, 86, 108, 110, 131 ou 146 da SEQ ID NO:1 ou na posicdo do
aminoacido correspondente na SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:7;

(b) o aminoacido codificado ndo-naturalmente tem a estrutura:
R

A

H,N CO,H

em que o grupo R é qualquer substituinte diferente da cadeia lateral
encontrada em alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, pirrolisina, ou selenocisteina;

(c) o polipeptideo FGF-21 mantém a atividade biolégica dos polipeptideos
FGF-21 humanos;

(d) o aminoacido codificado nado-naturalmente esta ligado a um ligante,
polimero, ou molécula biologicamente ativa; e

(e) o polipeptideo FGF-21 tem uma meia vida in vivo pelo menos duas vezes
maior do que o polipeptideo FGF-21 humano na SEQ ID NO:1.

2. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado ndo-naturalmente € um
derivado de fenilalanina.

3. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicaggo 1 ou 2,

CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado nao-naturalmente
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compreende um primeiro grupo funcional e o ligante, polimero ou molécula
biologicamente ativa compreende um segundo grupo funcional, em que o primeiro
grupo funcional e o segundo grupo funcional ndo sao idénticos e cada um compreende
um grupo carbonil, um grupo aminodxi, um grupo hidrazida, um grupo hidrazina, um
grupo semicarbazida, um grupo azida, ou um grupo alcino.

4. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que o primeiro grupo funcional no aminoacido
codificado nado-naturalmente € uma fragéo carbonil e o segundo grupo funcional no
ligante, polimero ou molécula biologicamente ativa € uma fragdo aminodxi e a ligagao
covalente resultante criada pela reagao do primeiro e do segundo grupos funcionais é
uma ligagao oxima.

5. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que o primeiro grupo funcional no aminoacido
codificado nao-naturalmente € uma fragdo azida e o segundo grupo funcional no
ligante, polimero ou molécula biologicamente ativa € uma fragao alcino.

6. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
5, CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado n&o-naturalmente
esta ligado a um polimero.

7. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagao 6, CARACTERIZADO
pelo fato de que o polimero compreende poli(etilenoglicol).

8. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagao 7, CARACTERIZADO
pelo fato de que o poli(etilenoglicol) tem um peso molecular médio de entre 0,1 kDa e
100 kDa.

9. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagao 7, CARACTERIZADO
pelo fato de que o poli(etilenoglicol) tem um peso molecular médio de 30 kDa.

10. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagdo 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polimero € um oligossacarideo.

11. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reinvindicagoes 1

a 10, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem uma meia vida
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in vivo de pelo menos cinco vezes maior do que o polipeptideo FGF-21 humano na
SEQ ID NO:1.

12. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reinvindicagoes 1
a 11, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem uma meia-vida
in vivo de 10 vezes a 40 vezes maior do que o polipeptideo FGF-21 humano na SEQ
ID NO:1.

13. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 12, CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado ndo-naturalmente
esta em uma posicao correspondente ao residuo 108 da SEQ ID NO:1.

14. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 3, CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado ndo-naturalmente é
selecionado a partir de uma fenilalanina para-substituida, orto-substituida ou meta-
substituida compreendendo um grupo carbonil, um grupo aminodxi, um grupo
hidrazida, um grupo hidrazina, um grupo semicarbazida, um grupo azida ou um grupo
alcino.

15. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 14, CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado ndo-naturalmente
€ para-acetil-L-fenilalanina.

16. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 15, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de
aminoacidos consistindo na SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO:1 fundida a uma metionina
N-terminal.

17. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato de que (a) o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de
aminodacidos consistindo na SEQ ID NO: 1 fundida a uma metionina N-terminal
contendo para-acetil-L-fenilalanina no residuo 108 da SEQ ID NO:1, (b) a referida
para-acetil-L-fenilalanina esta ligada a um polimero, e (c) o referido polimero
compreende poli(etilenoglicol) tendo um peso molecular médio de 30 kDa.

18. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
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a 15, CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 1 e contém a referida substituicdo de um aminoacido
com um aminoacido codificado n&o-naturalmente.

19. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 1 contendo a referida substituigdo de um aminoacido
como referido aminoacido codificado n&o-naturalmente, em que: (a) o referido
aminoacido codificado ndo-naturalmente esta no residuo 108 da SEQ ID NO: 1; (b) o
referido aminoacido codificado ndo-naturalmente compreende para-acetil-fenilalanina
ligada a um polimero compreendendo um poli(etilenoglicol), em que o referido
poli(etilenoglicol) tem um peso molecular médio de 30 kDa; e (c) o referido aminoacido
codificado nao-naturalmente esta ligado ao referido polimero através de uma ligagcéo
oxima.

20. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 19,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido polimero compreende um grupo
aminooxi, e o referido aminoacido codificado ndo-naturalmente esta ligado ao referido
polimero através da referida ligagado oxima formada por uma reacgao da referida para-
acetil-fenilalanina com o referido grupo aminodxi.

21. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 15, CARACTERIZADO pelo fato de que o referido polipeptideo FGF-21 tem a
sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO:1 fundida a uma metionina N-terminal e
contendo a referida substituicao de um aminoacido com um aminoacido codificado
nao-naturalmente.

22. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia de
aminodcidos consistindo na SEQ ID NO: 1 fundida a uma metionina N-terminal, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 fundida a uma metionina N-
terminal, SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 7; em que a referida sequéncia de aminoacidos

contém a referida substituicdo de um aminoacido com o aminoacido codificado nao-
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naturalmente na posicdo 108 da SEQ ID NO: 1 ou a posicdo de aminoacido
correspondente na SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 7.

23. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado ndo-naturalmente é um
derivado de fenilalanina ou é para-acetil-L-fenilalanina.

24. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicagdo 22 ou 23,
CARACTERIZADO pelo fato de que o aminoacido codificado nao-naturalmente
compreende um primeiro grupo funcional e o ligante, polimero ou molécula
biologicamente ativa compreende um segundo grupo funcional, em que o primeiro
grupo funcional e o segundo grupo funcional ndo sao idénticos e cada um compreende
um grupo carbonil, um grupo aminodxi, um grupo hidrazida, um grupo hidrazina, um
grupo semicarbazida, um grupo azida, ou um grupo alcino.

25. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicagdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que o primeiro grupo funcional no aminoacido
codificado nado-naturalmente € uma fragéo carbonil e o segundo grupo funcional no
ligante, polimero ou molécula biologicamente ativa € uma fragdo aminoéxi, e a ligagao
covalente resultante criada pela reagado do primeiro e segundo grupos funcionais é
uma ligagao oxima.

26. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 22
a 25, CARACTERIZADO pelo fato de que o polimero compreende um
poli(etilenoglicol).

27. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicacdo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido poli(etilenoglicol) tem um peso
molecular médio de entre 0,1 kDa e 100 kDa.

28. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido poli(etilenoglicol) tem um peso
molecular médio de 30 kDa.

29. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicacdo 1,
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CARACTERIZADO pelo fato de que o referido polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia
de aminoacidos que consiste na SEQ ID NO: 1 fundido a uma metionina N-terminal,
exceto que um aminoacido no polipeptideo FGF-21 é substituido pelo referido
aminoacido codificado ndo-naturalmente na posicédo 108 da SEQ ID NO: 1; (b) o
referido aminoacido codificado n&o-naturalmente compreende para-acetil-L-
fenilalanina ligada ao referido polimero, em que o referido polimero compreende um
poli(etilenoglicol), em que o referido poli(etilenoglicol) tem um peso molecular médio
de 30 kDa; e (c) a referida para-acetil-L-fenilalanina esta ligada ao referido polimero
através de uma ligagao oxima.

30. Polipeptideo FGF-21, de acordo com a reinvindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido polipeptideo FGF-21 tem a sequéncia
de aminoacidos que consiste na SEQ ID NO: 1 fundida a uma metionina N-terminal,
exceto que um aminoacido no polipeptideo FGF-21 é substituido pelo referido
aminoacido codificado ndo-naturalmente na posicédo 108 da SEQ ID NO: 1; (b) o
referido aminoacido codificado n&o-naturalmente compreende para-acetil-L-
fenilalanina ligada a um poli(etilenoglicol), em que o referido poli(etilenoglicol) tem um
peso molecular médio de 30 kDa; e (c) a referida para-acetil-L-fenilalanina esta ligada
ao referido polimero através de uma ligagao oxima.

31. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26
a 30, CARACTERIZADO pelo fato de que o referido polipeptideo FGF-21 tem uma
meia vida in vivo pelo menos duas vezes maior do que o polipeptideo FGF-21 humano
da SEQ ID NO:1.

32. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26
a 31, CARACTERIZADO pelo fato de que o referido poli(etilenoglicol) compreende
um monometoxi-polietilenoglicol.

33. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26
a 31, CARACTERIZADO pelo fato de que o referido poli(etilenoglicol) compreende
um polietilenoglicol linear.

34. Polipeptideo FGF-21, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26
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a 31, CARACTERIZADO pelo fato de que o referido poli(etilenoglicol) compreende
um monometoxi-polietilenoglicol linear.

35. Método para produzir o polipeptideo FGF-21, como definido na
reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende contatar um
polipeptideo FGF-21 isolado tendo a sequéncia de aminoacidos que consiste na SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 1 fundida a uma metionina N-terminal, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 5 fundida a uma metionina N-
terminal, SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 7 que contém uma substituicdo de um
aminoacido com o referido aminoacido codificado ndo-naturalmente em uma posig¢ao
correspondente ao residuo 72, 77, 86, 108, 110, 131 ou 146 da SEQ ID NO:1 ou a
posicao de aminoacido correspondente na SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:7 com um ligante, polimero ou molécula
biologicamente ativa compreendendo uma fragdo que reage com o aminoacido
codificado n&o-naturalmente.

36. Composicdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende o
polipeptideo FGF-21, como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 34, e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

37. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende sintetizar ribossomalmente o referido polipeptideo FGF-21 e
contatar o referido polipeptideo FGF-21 com um ligante, polimero, ou molécula
biologicamente ativa que reage com o aminoacido codificado ndo-naturalmente para
fornecer o polipeptideo FGF-21 como definido em qualquer uma das reivindicagoes 1
a 34.

38. Método para produzir o polipeptideo FGF-21, de acordo com a
reivindicacdo 37, CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante, polimero, ou molécula
biologicamente ativa compreende uma fragdo de alcino, aminodxi, azida, hidrazina,
hidrazida ou semicarbazida.

39. Método para produzir o polipeptideo FGF-21, de acordo com a

reivindicacdo 38, CARACTERIZADO pelo fato de que a fracdo de alcino, aminodxi,
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azida, hidrazina, hidrazida, ou semicarbazida esta ligada ao ligante, polimero, ou
molécula biologicamente ativa através de uma ligagdo amida.

40. Célula CARACTERIZADA pelo fato de que compreende um
polinucleotideo compreendendo pelo menos um cédon seletor que quando expresso
na presenca de uma sintetase tRNA ortogonal, um tRNA ortogonal, ou ambos sob
condicdes que permitam a expressao de um polipeptideo resulte no polipeptideo FGF-
21, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 34, em que a célula
compreende uma sintetase tRNA ortogonal ou um tRNA ortogonal, em que a referida
célula compreende uma célula procariética, uma célula bacteriana ou uma célula de
levedura.

41. Célula, de acordo com a reivindicagcao 40, CARACTERIZADA pelo fato de

que a referida célula bacteriana compreende uma célula de Escherichia coli.
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Figura 1 Proteina Madura

M1l 10 20 l 30 40
hu FGF21 BC018404 404 (1) MDSDETGFEHSGLWVSVLAGLLLGAC-QAHPIPDSSPLLQFE(
huFGF-19 BAA75500 300 (1) ————— MRSGCVVVHVWILAGLWLAVAGRPLAFSDAGPHVHY(

* * * * *
4 50 60 70 80

huFGF21 IQJFGG- -QVRORYLYTDDAQ-QTEAHLETREDGTVGGAADQSPE
huFGF-19 [HYGWGDPIRLRHLYTSGPHGLSSCFLRIRADGVVDCARGQSAH

* * * *

a0 90 105 J10 120
hu FGF21 SPESTHLOLKALKPGVIQILGVKTSRFLCORPDGALYGSLHEFDP
huFGF-19  AHSILEIKAVALRTVATKGVHSVRYLCMGRPGKMOGLLOYSE
& * * * * * *
20 130 140 150 160
huFGF21 DPEACSFRELLLEDGYNVYQSEAHGLPLHLPGNKSP-—-HRLPI
huFGF-19 SEEDCAEEEEEREDGYNVYRSEKHR_LP_YSL SAEQRQLY RC
* * *

160 170 180 190 200
hu FGF21 HRDPAPRGPARFLPLPGLPPAPP--——- EPPGILAPQPPDVGSS
hUFGE-19 YKNRG_FLP SHFE:PMEPMVPEEPEDLRGHL_ESDMFSSPLETDSM

* * P * * %
. 'Q—. 210 221 "
' = Aminoacido similar
I?UF!;?:F? GSEPPLSMVGPSQGR-SPSYAS = Aminoacido identico.
uFGF-19 _ DSMPPFGLVTGLEAVRSPSFEK I:I— Sios miaies
- ambar
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Figura 2

FGF 19

L160
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Figura 3
Proteina Madura
M1l 10 20 l 30 40
huFGF21 BC018404 (1) MDSDETGFEHSGLWVSVLAGLLLGACQAHPIPDSSPLIQFGE
huFGF2 P09038 (1} ———————————————— -~MAAGSITTLPALPEDGGSGAHHPGH
% ¥ *
50 60 7Q 80

huFGF21 GGOVRORYLYTDDAQQTEAHLEIREDGTYGGAADQ-SFESLI
hUFGF2_ °GHFKDPKRLYCKNGG---FFLRIHPDGRVDGVREKSDPHIK]

* * *

) 90 110 120

huFGF21 *ESIILIOLKALKPGVIQILGVKTSRFLCORPDGALYGSLHFDPEACS
huFGF2 *HIKIQLOAEERGVVS IKGVCANRY LAMKEDGRLLASKCVT-DECE
*

* * * *

120 130 140 _ 150 16

L60
huFGF21 SEACSFRELLLEDGYNVYQSE LPLELIPGNKSPHRDPAPRGP--
huFGF2 _ -DECFFFERLESNNYNTYRSRKYTSWYVALKHTGOYKLGSKTGP!

* & % * —
160 170 180 190 200

huFGF21 ?APRGP----ARFLPLPGLPPAPPEPPGI LAPQPPDVGSijLSMVC

huFGF2 _ 3SKTGEGQEATILELPMSAKS = mmm = = = e e e

*

‘.200 214 Ligante de heparina do
huFGF21 *LSMVGPSQGRSPSYAS FGF-2 marcado com
huFGF2? -==~==-—————— retangulo

* = Aminoacido similar
= Aminoacido idéntico

|:| =Sitios mutantes ambar
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Figura 4

FGFRI

FGFRI
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Figura 5

Concentrado B-PER
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Figura 6

Sobrenadante B-PER
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Figura 7a
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Figura 7b

Perda de Atividade de

Proteina Envelopamento
HIS-FGF21 1
30KPEG-E91 4
30KPEG R131 4
30KPEG-Q108 ]
30KPEG R77 6
30KPEG-R72 14
30KPEG H87 19
30KPEG L86 10
S0KPEG R126 1
30KPEG E110 16
30KPEG Y83 17
J0KPEG-P146 22
30KPEG R135 26
30KPEG R96 47
30KPEG R36 47
30KPEG Y104 Nenhuma atividade agonista
J0KPEG L99 Nenhuma atividade agonista
I0KPEG K56 Nenhuma atividade agonista
30KPEG Y22 Nenhuma atividade agonista
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Figura 8

Expressao de FGF-21 Nao Marcado

1. Peso molecular marcador

2. FGF21-wt
3. FGF21-wt-R36 - pAF

4. FGF21-wt- Y83 - pAF

+— FGF-21

Analise SDS-PAGE do FGF-21 expresso em E. coli
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Figura 9

Purificagdao: FGF-21-Y83pAF Nao Marcado

Purificagdo do FGF-21-Y83pAF nao marcado. A. Cromatograma de elui¢cao Q
HP. B. Analise SDS-PAGE das fragoes da eluicao de FGF-21-Y83pAF. C. Ana-
lise SDS-PAGE do grupo de eluicao FGF-21-Y83pAF Q HP.
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Figura 10

FGF-21 N-His WT

Concentragao sérica do FGF-21 N-His WT apés injecdo SC unica em rato

Concentragao Sérica de FGF-21

Concentragao Sérica de FGF-21
(ng/mL)
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Figura 11

Cmax vs Dose
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FGF-21 N-His WT

Valores de melhor ajuste

Inclinagao 348,5 +91,22

Intercepta Y quando X = 0,0 11,55 +£30,17
Intercepta X quando Y=0,0-0,03315

1/ Inclinagéo 0,002870

95% Intervalo de Confianga

Inclinagdo 145, 2 a 551,7

Intercepta Y quando X = 0,0 -55,67 a 78,77
Intercepta X quando Y=0,0-0,5647 a 0,1635
Exceléncia de Ajuste

R? 0,5934

Sy.x 49,27
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Figura 12

Meia-vida Terminal vs Dose
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Figura 13

Tempo de concentragao sérica vs Dose
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Inclinagao 1079 + 1941

Intercepta Y quando X = 0,0 4,274 +64,19
Intercepta X quando Y=0,0-0,03959

1/ Inclinagao 0,0009265

95% Intervalo de Confianga

Inclinacao 646,9 a 1512

Intercepta Y quando X = 0,0 -138,7 a 147,3
Intercepta X quando Y=0,0-0,2567 a 0,1357
Exceléncia de Ajuste

R2 0,7556

Sy.x 104,8
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Figura 14
FGF-21 WT periplasmatica-derivada

Concentragao sérica do FGF-21 N-PP WT apés inje-
¢ao SC unica em rato
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Figura 15

g Cmax vs Dose
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Figura 16
Meia-vida Terminal vs Dose
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Figura 17
© AUC vs Dose
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Figura 18

FGF-R-003

Comparac¢ao cabec¢a-a-cabe¢ca WT
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Valor p 0,3540

Resumo do valor p ns
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Figura 19

FGF-R-003

Comparacgao cabecga-a-cabeca WT

Cmax (0.5 mg/kg SC)

N-His WT

Artigo Teste

Vanr‘ Par.éllr;letro

Tabela analisada Cmax
Coluna A N-His WT

Vs VS

ColunaB PP WT

Teste N&o Pareado

Valor p 0,1785

Resumo do valorp ns

Médias tem diferencas significativas? (p<0,05) Nao

Valor p de uma ou duas-caudas? (p<0,05) Duas-

caudas

S, df t=1,459 df=9
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Figura 20

FGF-R-003

Comparagao cabeca-a-cabegca WT

Valor Parametro
Tempo de Concentragéo Sérica (0,5 mg/kg SC)
Tabela analisada AUC
Coluna A N-His WT

Vs VS

ColunaB PP WT

Teste Nao Pareado

fempo de Concentragao Sérica AUCInnf

N-His WT Valor p 0,4372
Artigo Teste Resumo do valor p ns

Médias tem diferengas significativas?
(p<0,05) Nao

Valor p de uma ou duas-caudas?
(p<0,05) Duas-caudas

S, df t=0,8238 df=7
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Figura 21
FGF-R-004 PEG PK parte 1

PEG30K-E91 SC vs injecéo IV
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Figura 22
FGF-R-004 PEG PK parte 1

PEG30K-E110 SC vs injecéo IV
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Figura 23

Comparacao FC PEG parte 2
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Figura 24
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Figura 25

Sequéncia pVK10 FGF-21

caaalaggpggeitccgegeacatiicccegaaaagigecaccigaaatigtaaacgacgictaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaatagge gtateacgaggee

ctitcgtcticaagaattacccgpggatccaccggacageggtocggactgtigtaacticagaataagaaatgagoccgctcatpgegttgegecgetictitgagegaacgate

aaaaataagtggcgecccatcaaaaaastatictcaacataaaaaactitgtgtaatacttgtaacgctgaattggecctgtggegtagectggictateetitzggatitgggateet
gagaccccaglicaaalclgggeaggoccaccacticgigigaattgggecigiggagiagectggiclalcciilg ggattiggpalccigagaccecaglicaaatcigggcay
geecaccacticgigigaatteecggeggtagticageaggaeagaacggcggactctaaatcegeatggegeiggttcaaatecageccgeecggaccactgeapgeeactteg
tgiccgpepgtagitcageagppocagaacggegoaciclaaatecgeatggegetagitcaaatccageccgecggaccateteccattatggggagaaccgaaaagtatata
atgagcigeagarcctiagcgaaagetaaggattittittaagettgctcacatgtgegaage g aattaattcgcgaagaaaagcagaanaaacg e raacgegacgtitty
gatgugetgiictigecggalgeggegigaacgectiatceggectacaaaageac geaaactcaatatattgcagagatcatgtaggectgataagegtagegeateagge

aatttagcgtttgaaactg cagttataatctctitctaatiggctclaaaatcttiataagticttcagetacageattititaaccgeattggatgeaaticetiatititaaataaacicictaa
ctccteatagcetattaactgteaaatctccaccaaattittetggectttitatggttanaggataticaaggaagtatttagctatctecattattggatttecticaacaactccagetggg
cagtatgetttetitatettagecctaatcictictggagagtcatcaacagelataaaaticcctittgaagaacicalciticeliclecalccaaacccgitaagacagggtigigaata
caaacaacctitiitg gtaaaageteccitgetaacatgtgtattiticictgetecatcectecaactgeaacatcaacgeccicataatgaateceattaacetgeattattggatagat
aacttcagcaacciitggatiticatecteictigetataagitceatactecttctigetettittaagptagttittaaagecaatctatagacattcagtgtataateettatcaagaccatg
ttcacttccataaacatattttgectttaaccecattgeticanaaacttttttgttataatctoctatiitictaatcicatccaactictecttictggttaaataggcgtglaaatcagocaaat
atataattatatcaaatceageatitigiaaatcaatcaictirittatitg gagataatgecctaaatgtattitaccacttggttcanaacctataacageagatttitcatcttittttaaaac

ctctcttaactcticctegetgataatticagatgtgiticicittatcatitcanaticgtceatatiggaticetcanagegtaaacaacgtataacggegtatgatettataagegggac

aggclgacaacccgaggaleciicaactcagcaaaagticgattiaitcaacaaagocg cegtcecgtcaagicagegtaatgetetgccagtettacaaceaattaaccaatictg,
altagaaaaactcatcgagceatcaaatgaaactgaaggtitaatgeggtagtittatcacagtiaaattgetaacgcagteaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgegeleategic
atcetcggeaccgteaccotggatgetgtaggcatagg etiggttatgceggtactgecgggectettgeggpatatecggatatagticctectitcageaaaaaaccectcaaga
cecguitagaggecccaagggotiatgetagiiatigetcapepetgpeageagecaacteageticetttegggcttigttageageggtagptaccttatgacgegtaactagga
gagegaccttgtgacggacctaccatcgacagaggatetgaactcecgacgtetggagetigoggagecagaatacceggtgattcaggtegtectggagpcagpccagge

aglggeagaaaacggEceggaccgcgcggpecagggicacgatgagpactitigiiaccaggcagalgeagaggeagaccgtgigeticactctgatacacartgtaaccatc
ttecagecageagiicgegaaaactacaagecicaggalcaaaatgcagegagecatacagtgeccegtcaggacgitgpeacaggaaacgactcgtetttacgeecaggatet

gaatgaccecaggeitcagggctitcagiigeageagtoactciggggatigatcggcagocectccgacagtccogtcctcacggatetecaggtgagoctcagtotgtigege
atcgtcggigtacaggtaacgitggcgeacctzaccaccaaatigeagtaaaggagaagaatcaggaataggatgcatatgtatatctccticttaaagttaaacaaaattatttcta

gagggaaaccgtigtgatcicectatagtgagicgtattaatitcgegggategagatetcgggeagegttggatectg gecacggetgogcatgategtpeteetgtegttgagg
acccgpgetagaciggegggattpectiactggitageagaatgaatcacegatacgegagogaacgigaagegactgetgeigcaaaacgtetgegaccigageaacaacatg
aatggtcticggtiiccgtgtiicgtaaagicigganacgcggaagicagegeectgeaccattatgticeggatetgeatcgeaggatgetgetggctacectgtggaacacctac
atcigtatiaacgaagcgctggcatigaccetgagtgatittictetggteccgecgeatecataccgecagtigtttacccteacaacgticcagtaaccgpgcatgticateatcag
taacccgtatcgigagearcclcicicgiticatcggtatcatiaceccceatgaacagaaateccectiacacggaggacatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgeecttaacatg

geecgetitatcagaageeagacattaacgetictggagaaactcaacgagetggacgeggatgaacaggoagacatctgtgaategettcacgaccacgctzatgagetitac

cgeagetgectegegegtitcggtgatgacggigaaaaccicigacacatgeagetcecggagacggicacagetigicigiaageggatgocgpeageagacaageecglc

agggegegteagegpptattggcggptatcgagacgeagecatgaceeagicacgtagegatageggagtgtatactggetiaactatgeggeatcagageagattgtactga
gagtgcaccatatatgcggtgtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaatacegeatcaggegeteticegettectegetcactgactegetgegeteg gtegttcggety

cggegageggtatcagetcactcaaaggegptaatacggttatccacagaatcaggpoataacgeaggaaagaacatgtgageaaaaggeeageaaaaggeeaggaaccg
taaaaaggcegegttgetggegtitticcataggctecgeeceectgacgagcatcacagaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggaciataaagatace

aggcgtitccecciggaagetecctegtgegeteteeigticcgaccetgecgeitaceg gatacclgiccgectitciccelicgggaagegtg gogctitcicaragetcacgetg
taggtatcteagtte ggtetaggicgticgetccaagetgggetgtgtacacgaacccceegitcagecegaccgetgegecttatocgptaactategtettzagtecaacceggt
aagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattageagagegaggtatgtaggeggtectacagagtictigaagtggtggcctaactacggetacactag
aagpacagtattrggtatctgcgctetgctgaagecagitaccticggaanaagagtig stapetetigaiccggeaaacaaaccaccgeiggtageggtggtittttgittgeaag
cagcagatiacgegeagaaaaaaaggateicaagaagatceitigalctitictacgggelctgacgeteagtggaacgaaaacteacgttaagggatttiggicatgaacaataa

aactgtctgcttacataaacagtaatacaagggptettatgagecatattcaacgggaaacgictigelctaggeegegatiaaaticcaacatggatgetgattiataigggtataaa
tgggciegegataatgiceggeaatcag gtgcgacaaictatcgatigtatgggaagecegatgegecagagtigtitctgaaacatggeaaaggtagegtigecaatgatgttac
agatgagalggilcagaclaaaclggelgacggaatitatgccteticcgaccalcaageaititatccglactecigatgatgeatggitactcaccactgegalccecggeaaaac

ageaticcaggtattagaagaatatectgattcaggtgaaaatatigtigatgegctggeagigitcetgegecggttgeaticgaticetgtttgtaattgtecttitaacagegatege
glatttegictegetoagpegeaatcacgaatgaataacggtitgattgatgegagigatittgatpacgagegtaatggetggectgttgaacaagtctggasagaaatgeataaa

cttttgecatictcaccggattcaptegtcacteatzgtgatttctcacttgataacctatitttgacgagpgganattaataggtigtatigatgtitggacgagtcggaalcgeagace

gataccaggalctigecalectatggaacigecteggrgagiuictecticartacagaaacggcittitcaaaaatatg gtatigataatcetgatatgaataaatigeagtiteatttga
tgctcgatgagtittitctaagaattaattcatgageg gatacatatttgaatgtatttagaaaaataaa
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Figura 26

Avaliagado da Farmacocinética do FGF-21 marcado com N-His 6Selvagem
(WT)
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Figura 27

Cmax vs Dose
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Figura 27 (continuacgao)

Tempo de concentragao sérica vs Dose
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A. Figura 28

Concentragao sérica PP WT FGF-21 apés injecao
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Figura 29

Cmax vs Dose
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Figura 29 (continuagao)

AUC vs Dose
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Figura 30
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Analise dos isdmeros de FGF-21 na FC em ratos
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Figura 31
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Figura 31 (Continuagéao)
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Figura 31 (Continuacao)

C. Analise dos isbmeros de FGF-21 na FC em ratos
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Figura 32

Concentragao sérica de N6-His FGF-21 apos
injecao unica SC em rato

500
—— PEG20K-ES1 SC

—»— PEG30K-ES1 SC

Concentragao sérica de FGF-21 (ng/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tempo (h)

Peticao 870210048536, de 28/05/2021, pag. 408/412



38/39

Figura 33

Concentragao sérica de N-His WT FGF-21 apos
injecao unica em rato
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FIGURA 34

Secrecao de FGF-21 em E. coli
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