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DESCRIPCION
Proteinas de doble funcién y composicién farmacéutica que comprende las mismas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una proteina de doble funcién que incluye una proteina biolégicamente activa y una
proteina mutante de factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), y a una composicion farmacéutica que contiene
la misma.

Antecedentes de la técnica

El documento US 2013/0129724 A1 se refiere a proteinas de doble funcién para el tratamiento de trastornos
metabdlicos.

El péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) es una hormona incretina que consiste en 31 aminoacidos, que secretan
células L en el tracto intestinal cuando se estimulan por alimentos, etc. Sus efectos biolégicos surgen por medio de
sefializaciéon intracelular a través del receptor de GLP-1, un receptor acoplado a proteina G que se expresa en tejidos
diana como las células B en el pancreas, el cerebro, etc. El GLP-1 secretado en la sangre tiene una semivida muy
corta de menos de 2 minutos, que esta provocada por una pérdida de actividad debido a la escisién de los aminoacidos
en el extremo N-terminal por la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). Dado que GLP-1 estimula la secrecion de
insulina en células B en el pancreas basandose en el nivel de glucosa en sangre, tiene un fuerte efecto sobre la
reduccién de la glucosa en sangre sin inducir hipoglucemia. Ademas, la administracién de GLP-1 da como resultado
la pérdida de peso corporal en varios modelos animales y seres humanos, lo que se sabe que esta provocado por una
ingesta reducida de alimentos debido a su efecto sobre la supresién del apetito. GLP-1 induce la proliferacién de
células B y mejora la viabilidad de células B al inhibir la muerte celular provocada por la toxicidad de los glucolipidos a
través del receptor de GLP-1 expresado en células B del pancreas. La secrecion excesiva de glucagén aumenta la
glucosa en sangre, que se sabe que es una de las causas de la hiperglucemia en los diabéticos. Ademas, se sabe
que GLP-1 actla sobre las células a del pancreas inhibiendo la elevacién de la glucosa en sangre en ayunas al inhibir
la secrecion de glucagon especifico de proteina quinasa A (PKA).

La exendina-4 es un agonista del receptor de GLP-1 de importancia clinica. La exendina-4 es un polipéptido con 39
residuos de aminoacidos y normalmente se produce en las glandulas salivales del lagarto monstruo de Gila. Se sabe
que la exendina-4 tiene una homologia de secuencia de aminoacidos del 52 % con GLP-1 e interactta con el receptor
de GLP-1 en mamiferos (Thorens et al. (1993) Diabetes 42:1678-1682). Se ha demostrado que la exendina-4 estimula
la secrecion de insulina por las células productoras de insulina, in vitro, y la induccién de la liberacién de insulina por
células productoras de insulina es mas fuerte que la del GLP-1 en condiciones equimolares. Si bien la exendina-4
estimula fuertemente la secrecién de insulina para disminuir los niveles de glucosa en sangre tanto en roedores como
en seres humanos con una duraciéon de la accion mas prolongada que la del GLP-1, la exendina-4 presenta
antigenicidad en mamiferos desprovistos de GLP-1 ya que tiene epitopos desconocidos en tales animales.

La capacidad de los analogos de GLP-1 y exendina-4 (p. j., liraglutida y byetta) para mejorar el control de la glucosa
en seres humanos se ha confirmado clinicamente. Se ha notificado que GLP-1 aumenta la masa de células B a través
de la inhibicion de la apoptosis y la proliferacién inducida. Ademas, también se ha notificado que GLP-1 actia como
una hormona intestinal que inhibe la secrecion de acido gastrico y el vaciamiento gastrico al tiempo que mejora las
sefiales de saciedad, reduciendo asi el apetito. Tales efectos de GLP-1 pueden explicar la pérdida de peso observada
cuando se administran analogos de GLP-1 a pacientes con diabetes tipo 2. Ademas, GLP-1 presenta efectos
cardioprotectores después de la isquemia en roedores.

Se han realizado varios intentos para desarrollar analogos de GLP-1 de accioén prolongada. Los analogos de GLP-1
de accion prolongada clinicamente confirmados incluyen dulaglutida (documento WO 2005/000892) y albiglutida
(documento WO 2003/059934). La dulaglutida es un analogo de GLP-1 fusionado a Fc y la albiglutida es un analogo
de GLP-1 fusionado a albimina, ambos de los cuales tienen perfiles farmacocinéticos que permiten su administracion
una vez por semana. Ambos farmacos tienen excelentes efectos sobre la reduccién de la glucosa en sangre y del
peso corporal con administracion una vez por semana, y también proporcionan una comodidad mucho mayor en
cuanto al tratamiento en comparacion con byetta y liraglutida.

Mientras tanto, el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), sintetizado en el higado, es una hormona conocida
por desempefiar un papel importante en la homeostasis de la glucosa y los lipidos. FGF21 presenta acciones
farmacolégicas en el higado, los adipocitos, las células B del pancreas, el hipotdlamo en el cerebro y los tejidos
musculares, donde se expresan tanto un receptor especifico de FGF21, es decir, el receptor de FGF, como el complejo
B-klotho. Se ha notificado que, en modelos murinos y de primates no humanos de diversas enfermedades diabéticas
y metabdlicas, FGF21 puede reducir los niveles de glucosa en sangre de manera independiente de la insulina, reducir
el peso corporal y disminuir las concentraciones de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la sangre.
Ademas, debido a su efecto de mejora de la sensibilidad a la insulina, FGF21 tiene potencial para el desarrollo como
un nuevo agente terapéutico para la diabetes y la obesidad (véase el documento W02003/011213).

En consecuencia, con el fin de desarrollar un nuevo farmaco antidiabético basado en FGF21, se han realizado intentos
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para mejorar su actividad biologica y estabilidad in vivo mediante la construccién de mutantes de FGF21 basados en
la secuencia de FGF21 de tipo silvestre por medio de sustitucion, insercién y eliminacién de algunos aminoacidos
(véase el documento W0O2010/065439). Sin embargo, puesto que FGF21 tiene una semivida muy corta, ha resultado
problematico si se usa directamente como agente bioterapéutico (Kharitonenkov, A. et al. (2005) Journal of Clinical
Investigation 115:1627-1635). La semivida in vivo de FGF21 es de 1 a 2 horas en ratones y de 2,5 a 3 horas en monos.
Por lo tanto, para que FGF21 se use en su forma actual como agente terapéutico para la diabetes, se requiere una
administracién diaria.

Se han notificado diversos enfoques para intentar aumentar la semivida in vivo de las proteinas recombinantes FGF21.
Un ejemplo de ello es unir polietilenglicol (PEG), es decir, un material polimérico, a FGF21 para aumentar su peso
molecular, inhibiendo asi la excrecién renal y aumentando el tiempo de retencién in vivo (véase el documento
W02012/066075). Otro enfoque intenta mejorar la semivida fusionandola con un acido graso, que se une a la albimina
humana (véase el documento W02012/010553). Un ejemplo adicional intenta aumentar la semivida mientras se
mantiene una actividad farmacolégica equivalente a la de FGF21 de tipo silvestre a través de la generacién de un
anticuerpo agonista, que se une especificamente al receptor de FGF humano solo o como un complejo con B-klotho.
(véase el documento WO2012/170438). En otro ejemplo, se mejord la semivida preparando proteinas de fusion de
accion prolongada, en las que una region Fc de IgG se une a una molécula de FGF21 (véase el documento
wWQ02013/188181).

Entre las diversas tecnologias disponibles para crear farmacos de accién prolongada, la tecnologia de fusién de Fc se
usa ampliamente porque tiene menos desventajas que las observadas con otros enfoques, como inducir una respuesta
inmunitaria o toxicidad mientras aumenta la semivida in vivo. Para el desarrollo de una proteina FGF21 fusionada a
Fc como farmaco terapéutico de accion prolongada, deben cumplirse las siguientes condiciones.

En primer lugar, la disminucion de la actividad in vitro provocada por la fusién debe minimizarse. Tanto el extremo N-
terminal como el extremo C-terminal de FGF21 estan involucrados en la actividad de FGF21. A este respecto, se sabe
que las actividades de las proteinas de fusion de FGF21 varian en gran medida dependiendo de la ubicacion de la
fusion. En consecuencia, las actividades de las proteinas de fusién de FGF21 fusionadas a Fc, en las que se introducen
mutaciones en FGF21, pueden alterarse dependiendo de la presencia/ausencia o la ubicacién de la fusién. En segundo
lugar, debe lograrse un perfil farmacocinético que permita la administracién con un intervalo de una vez por semana
en seres humanos gracias al aumento de la semivida in vivo. En tercer lugar, teniendo en cuenta que puede esperarse
inmunogenicidad en la mayoria de los pacientes tras la administracién de productos biofarmacéuticos, debe
minimizarse el riesgo de inmunogenicidad debido a un enlazador de fusién o una mutacién. En cuarto lugar, no deben
surgir problemas de estabilidad derivados de la posicion de la fusién o de la introduccién de la mutacion. En quinto
lugar, dado que pueden producirse respuestas inmunitarias no deseadas dependiendo de los isotipos de
inmunoglobulina fusionada, es necesaria una solucién para prevenir tales respuestas.

Ya se ha notificado un intento de desarrollar una proteina de fusién de accién prolongada uniendo la regién Fc de una
inmunoglobulina G (IgG) a una molécula de FGF21 (véase el documento WO 2013/188181). En el caso de una
estructura Fc-FGF21, donde el Fc se fusiona al extremo N-terminal de FGF21 de tipo silvestre, si bien no hay una
diferencia clara en la actividad in vitro en comparacion con la de FGF21 de tipo silvestre, se sabe que la semivida es
muy corta debido a la degradacién in vivo de la proteina. Para abordar este problema, se ha intentado mejorar la
semivida /n vivo introduciendo varias mutaciones en ubicaciones de sitios especificos de FGF21 para resistir la
degradacion proteica. Sin embargo, el riesgo de inmunogenicidad puede aumentar con la introduccion de multiples
mutaciones. Por el contrario, en el caso de una estructura FGF21-Fc, donde el Fc se fusiona al extremo C-terminal de
la molécula de FGF21, se sabe que hay una disminucién significativa de la actividad provocada por la fusién en este
sitio en comparacién con la estructura Fc-FGF21.

La administracion combinada de GLP-1 y FGF21 puede tener un efecto sinérgico en comparaciéon con la
administracién individual, dependiendo de los mecanismos de accién y los tejidos diana en el cuerpo, y se espera una
eficacia antidiabética potencialmente excepcional y ventajas adicionales. Los efectos de la administracidon combinada
de GLP-1 y FGF21 o de una proteina de doble funcion GLP-1/FGF21 ya se han investigado y publicado (véanse los
documentos WO 2010/142665 y WO 2011/020319).

Deben resolverse diversos problemas para desarrollar una proteina de doble funcion que comprenda GLP-1 y FGF21.
Dado que GLP-1 de tipo silvestre y FGF21 de tipo silvestre tienen una semivida in vivo muy corta, se requiere que se
administren al menos una vez al dia, incluso si se desarrollan como agentes terapéuticos. En consecuencia, se
requieren tecnologias de accion prolongada, como una fusién a Fc, para desarrollar una proteina de doble funcién de
accion prolongada que mejore la comodidad para los pacientes. En un farmaco de doble funcion para las dos dianas
de GLP-1 y FGF21, la introduccién de mutaciones es esencial para mantener la actividad y la estabilidad in vivo de
cada farmaco, y deben abordarse los problemas asociados con los cambios en la actividad, la estructura o la
estabilidad provocados por cada mutacién. Los efectos medicinales para las dos dianas de GLP-1 y FGF21 deben
estar bien equilibrados y se requieren para este fin disefios de farmacos que tengan en cuenta las actividades in vitro,
los perfiles farmacocinéticos, la eficacia farmacolégica en modelos animales asi como la evaluacion clinica de la
eficacia en seres humanos. Una proteina de doble funcién tiene una estructura que no puede existir en un cuerpo
humano y es estructuralmente compleja en comparacién con una proteina de fusién para una sola diana. Ademas,
dado que se requiere mutacién o ingenieria de enlazadores para equilibrar las dos dianas, puede aumentar la
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posibilidad de formar complejos de agregados y puede requerirse ingenieria de proteinas adicional para evitarlo.
Ademas, la inmunogenicidad potencial puede aumentar debido a nuevas secuencias de mutacién o estructuras
complejas, que deben abordarse o evitarse.

Los presentes inventores se han esforzado por mejorar la estabilidad, los perfiles farmacocinéticos y la eficacia
farmacologica de las proteinas de doble funcién, incluidas proteinas mutantes de GLP-1 y proteinas mutantes de
FGF21, y descubrieron que la estabilidad, los perfiles farmacocinéticos y la eficacia farmacolégica de las proteinas de
doble funcién pueden mejorarse cuando una proteina mutante de GLP-1 se fusiona a una regién Fc de una
inmunoglobulina y una nueva proteina mutante de FGF21 se fusiona a la misma, logrando de este modo la presente
invencion.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una proteina de doble funcién que incluye una proteina
biolégicamente activa y una proteina mutante de FGF21 con parametros farmacocinéticos mejorados, alta estabilidad,
baja posibilidad de formar complejos de agregacion e inmunogenicidad potencial reducida.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica que incluye la proteina de doble
funcién para prevenir o tratar trastornos asociados a FGF21.

Un objeto adicional de la presente invencién es proporcionar una molécula de acido nucleico aislada que codifica la
proteina de doble funcién, un vector de expresién que incluye la molécula de acido nucleico y una célula hospedadora
que incluye el vector de expresion.

Solucion al problema

La presente invencion proporciona una proteina de doble funcién, una proteina de doble funcién para su uso, una
composicién farmacéutica para su uso, una molécula de acido nucleico aislada, un vector de expresioén y una célula
hospedadora como se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién proporciona una proteina de doble funcion que comprende una proteina mutante de FGF21;
una proteina biolégicamente activa; y una region Fc de una inmunoglobulina, en donde la proteina mutante de FGF21
tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 6, 11 a 15y 20 a 23,;

en donde la proteina biolégicamente activa es una seleccionada del grupo que consiste en péptido similar al glucagén-
1 (GLP-1), un mutante de GLP-1 y exendina-4, en donde el mutante de GLP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de SEQ ID NO: 43 a 46;y

en donde la proteina de doble funcién comprende ademas un enlazador, en donde el enlazador conecta la proteina
mutante de FGF21 a la regién Fc de la inmunoglobulina.

Ademas, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de doble funcién
de la invencion para su uso en el tratamiento de diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome metabdlico, enfermedad
de higado graso no alcohélico, esteatohepatitis no alcohélica o enfermedades cardiovasculares.

Ademas, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina de doble
funcién, un vector de expresiéon que comprende la molécula de acido nucleico y una célula hospedadora que
comprende el vector de expresion.

Efectos ventajosos de la invencion

Una proteina de doble funcién de la presente invencién, preparada mediante la unién de una proteina biolégicamente
activa y una proteina mutante de FGF a una regién Fc de una inmunoglobulina, tiene una eficacia farmacologica,
duracion in vivo y estabilidad proteica mejoradas. Ademas, una composicion farmacéutica que incluye la proteina de
doble funcién como principio activo puede usarse como agente terapéutico para diabetes, obesidad, dislipidemia,
sindrome metabdlico, enfermedades de higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedades
cardiovasculares.

Breve descripcion de los dibujos

Las FIGS. 1A a 1C son graficos que muestran las actividades in vitro de proteinas de fusién que incluyen proteinas
mutantes de FGF21 (a continuacién en el presente documento, “proteina de fusién mutante de FGF21”) usando una
linea celular HEK293 en la que se sobreexpresa B-klotho humano. Ninguna proteina de fusién mutante de FGF21
mostré una disminucion significativa de la actividad debido a la introduccion de una mutacién.

Las FIGS. 2A y 2B son graficos que muestran las actividades in vitro de las proteinas de fusidon mutantes de FGF21
con diversos enlazadores que conectan el extremo N-terminal de FGF21 a una regién Fc, usando una linea celular
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HEK293 en la que se sobreexpresa B-klotho humano. Ninguna proteina de fusion mutante de FGF21 mostré una
disminucién significativa de la actividad, aunque se mostr6é una ligera diferencia en la actividad dependiendo de la
secuencia del enlazador.

La FIG. 3 es un grafico que muestra las actividades in vitro de RGE (Amgen), Fc-FGF21 (Lilly) y DFD1 usando una
linea celular HEK293 en la que se sobreexpresa B-klotho humano. DFD1 y RGE (Amgen) tuvieron actividades
similares, mientras que Fc-FGF21 (Lilly) tuvo una actividad in vitro dos veces mayor que las otras proteinas.

La FIG. 4 muestra la estabilidad de DFD4 y la de DFD13 para confirmar el efecto de la mutacién EIRP de FGF21 sobre
la estabilidad de la proteina de fusién. Se confirmé que DFD13 estaba asociada con una menor tasa de agregados de
alto peso molecular (% de HMW) en la fase inicial y en un punto temporal de mas de 2 semanas después en
comparaciéon con DFD4, lo que indica que la introduccién de la mutacion EIRP mejora la estabilidad de la proteina de
fusién mutante de FGF21, reduciendo asi significativamente el % de HMW.

La FIG. 5 muestra la concentracion de cada proteina en la sangre a lo largo del tiempo durante 96 horas después de
la administracién subcutanea de proteinas de fusion mutantes de FGF21. Los datos se indican como valores medios
y desviacion estandar.

La FIG. 6 muestra los niveles de glucosa en sangre en un modelo de ratén ob/ob tras una Unica inyeccién subcutanea
de DFD18, DFD72, DFD74 o Fc-FGF21 (Lilly). DFD18, DFD72 y DFD74 tuvieron un efecto de disminucién continua
del nivel de glucosa en sangre. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media (EEM).

La FIG. 7 muestra graficos que indican los cambios en los pesos corporales en el modelo de ratén ob/ob desde el dia
de la administracion hasta el 14° dia después de una Unica inyeccioén subcutanea de DFD18, DFD72, DFD74 o Fc-
FGF21 (Lilly). DFD18, DFD72 y DFD74 tuvieron un efecto de reduccion del peso corporal en comparacion con el grupo
tratado con PBS. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media.

La FIG. 8 muestra gréaficos que indican los cambios en los niveles de hemoglobina glucosilada en el modelo de raton
ob/ob el dia de la administracion (1¢" dia) y el 16° dia después de una Unica inyeccion subcutanea de DFD18, DFD72,
DFD74 o Fc-FGF21 (Lilly). DFD18, DFD72 y DFD74 redujeron los niveles de hemoglobina glucosilada el 16° dia en
comparacion con los del dia de la administracién. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la
media.

La FIG. 9 muestra los niveles de glucosa en sangre en un modelo de raton HFD/STZ después de una lnica inyeccién
subcutanea de DFD72 o DFD74. Tanto DFD72 como DFD74 tuvieron el efecto de reduccién continua del nivel de
glucosa en sangre. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media.

La FIG. 10 muestra los cambios en los pesos corporales de los animales en el modelo de ratén HFD/STZ desde el dia
de la administracion hasta el 14° dia después de una Unica inyeccién subcutanea de DFD72 o DFD74. Tanto DFD72
como DFD74 tuvieron el efecto de reducir el peso corporal en comparacion con el grupo tratado con PBS. Los datos
se indican como valores medios y error estandar de la media.

La FIG. 11 muestra graficos que indican los cambios en los niveles de hemoglobina glucosilada en el modelo de raton
HFD/STZ el 1¢" dia y el 13¢" dia después de una Unica inyeccién subcutanea de DFD72 o DFD74. Se observd que
tanto DFD72 como DFD74 dieron como resultado una mayor reduccion de los niveles de hemoglobina glucosilada en
comparacioén con el grupo tratado con PBS. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media.

La FIG. 12 muestra los cambios en los pesos corporales medidos en el modelo de ratén con obesidad inducida por la
dieta desde el dia de la administracion hasta el 14 dia después de una Unica administracién de DFD18. DFD18 tuvo
un efecto significativo sobre la reduccion del peso corporal. Los datos se indican como valores medios y error estandar
de la media.

La FIG. 13 es un grafico que muestra las actividades in vitro de GLP-1 de proteinas de doble funcion dependiendo de
las bisagras que unen el extremo C-terminal de mutantes de GLP-1 y GLP-1 a la region Fc usando una linea celular
CHO en la que se sobreexpresa el receptor de GLP-1 humano. En general, la proteina de doble funciéon que incluye
una secuencia de GLP-1 (A2G) (DFD23) mostrd una actividad de 2 a 3 veces menor que la de otras proteinas de
doble funcién que incluyen otras secuencias mutantes de GLP-1. No se observé ninguna diferencia significativa en las
actividades de GLP-1 entre las proteinas de doble funcién que incluyen secuencias mutantes, excepto la secuencia
de GLP-1 (A2G).

La FIG. 14 muestra graficos que indican las actividades de GLP-1 de DFD59, DFD69, DFD112 y DFD114 y las
actividades de FGF21 de DFD69, DFD112 y DFD114. Se midieron las actividades de GLP-1 in vitro de tres proteinas
de doble funcion (DFD69, DFD112 y DFD114) y del mutante de GLP-1 fusionado a Fc que no incluye FGF21 (DFD59)
usando una linea celular CHO en la que se sobreexpresa el receptor de GLP-1 humano. Las tres proteinas de doble
funcion mostraron valores de CEso similares, y el mutante de GLP-1 fusionado a Fc (DFD59) mostré una actividad
aproximadamente 2 veces mayor que la de las proteinas de doble funcién. Se midieron las actividades in vitro de las
proteinas de doble funcién que dependen de mutantes de FGF21 usando una linea celular HEK293 en la que se
sobreexpresa B-klotho humano. Se confirmé que las actividades in vitro de la porcion FGF21 eran similares en las tres
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proteinas de doble funcién.

La FIG. 15 muestra las concentraciones de proteinas en la sangre frente al tiempo durante 240 horas después de la
administracion subcutédnea de proteinas de doble funcién. Los datos se indican como valores medios y desviacion
estandar.

La FIG. 16 muestra los niveles de glucosa en sangre en un modelo de ratén db/db tras una Unica inyeccion subcutanea
de DFD114 o DFD59 y una dnica inyeccion subcutanea de una combinacion de DFD59 y DFD74. Los grupos tratados
con proteinas de doble funcién mostraron efectos mas fuertes sobre la reduccién de los niveles de glucosa en sangre
que los tratados con proteinas de funcién Unica. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la
media (EEM).

La FIG. 17 muestra graficos que indican los cambios en los pesos corporales en el modelo de ratén db/db desde el
dia de la administracién hasta el 14° dia después de una Unica inyeccion subcutanea de DFD114 o DFD59 y una Unica
inyeccion subcutanea de una combinacion de DFD59 y DFD74. Los grupos tratados con proteinas de doble funcién
mostraron efectos mas fuertes sobre la reduccién del peso corporal que los tratados con proteinas de funcién Unica.
Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media (EEM).

La FIG. 18 muestra graficos que indican los cambios en los niveles de hemoglobina glucosilada en un modelo de raton
db/db el dia de la administracion (1¢" dia) y el 16° dia después de una Unica inyeccion subcutanea de DFD114 o DFD59
y una Unica inyeccién subcutdnea de una combinacién de DFD59 y DFD74. Los grupos tratados con proteinas de
doble funcion mostraron efectos mas fuertes sobre la reduccion de los niveles de hemoglobina glucosilada que los
tratados con proteinas de funcién Gnica o una combinacién de las mismas. Los datos se indican como valores medios
y error estandar de la media.

La FIG. 19 muestra los niveles de glucosa en sangre en un modelo de ratén HFD/STZ después de una Unica inyeccién
subcutanea de DFD114, DFD59, DFD74 o DFD72 y una Unica inyeccién subcutanea de una combinacién de DFD59
y DFD74. Los grupos tratados con proteinas de doble funcién mostraron efectos més fuertes sobre la reduccién de los
niveles de glucosa en sangre que los tratados con proteinas de funcién Unica. Los datos se indican como valores
medios y error estandar de la media (EEM).

La FIG. 20 muestra los cambios en los pesos corporales en el modelo de raton HFD/STZ desde el dia de la
administracién hasta el 14° dia después de una Unica inyeccion subcutanea de DFD59, DFD72, DFD74 o DFD114 y
una unica inyeccion subcutanea de una combinacion de DFD59 y DFD74. Los grupos tratados con proteinas de doble
funcién mostraron efectos mas fuertes sobre la reduccién del peso corporal que los tratados con proteinas de funcién
Unica. Los datos se indican como valores medios y error estandar de la media (EEM).

La FIG. 21 muestra los cambios en los niveles de hemoglobina glucosilada en el modelo de raton HFD/STZ el dia de
la administracion (1°" dia) y el 16° dia después de una Unica inyeccién subcutanea de DFD59, DFD72, DFD74 o
DFD114 y una Unica inyeccion subcutanea de una combinacion de DFD59 y DFD74. Los grupos tratados con proteinas
de doble funcién mostraron efectos mas fuertes sobre la reduccion de los niveles de hemoglobina glucosilada que los
tratados con proteinas de funcién Gnica o una combinacién de las mismas. Los datos se indican como valores medios
y error estandar de la media.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién
A continuacion en el presente documento, se describira con mas detalle la presente invencién.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de doble funcién que comprende una proteina mutante
de factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21); una proteina biolégicamente activa; y una regién Fc de una
inmunoglobulina, en donde la proteina mutante de FGF21 tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de
SEQID NO: 6,11 a15y 20 a 23;

en donde la proteina biolégicamente activa es una seleccionada del grupo que consiste en péptido similar al
glucagén-1 (GLP-1), un mutante de GLP-1 y exendina-4, en donde el mutante de GLP-1 tiene la secuencia de
aminoécidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 43 a 46; y

en donde la proteina de doble funcién comprende ademas un enlazador, en donde el enlazador conecta la proteina
mutante de FGF21 a la regién Fc de la inmunoglobulina.

La proteina FGF21 de tipo silvestre, una hormona que se sabe que desempefia un papel importante en la homeostasis
de la glucosa y los lipidos, puede ser una derivada de mamiferos como seres humanos, ratones, cerdos, monos, etc.,
preferiblemente de seres humanos. Mas preferiblemente, la proteina FGF21 de tipo silvestre puede ser la proteina
FGF21 humana de tipo silvestre que tiene una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1.

La mutacion incluida en la proteina mutante de FGF21 es la mutacién de EIRP; o una combinacién de una cualquiera
de las mutaciones de TGLEAV, TGLEAN, G170N y G174N y la mutacién de EIRP; o una combinacién de la mutacion
de EIRP y la mutacion de A180E; o una combinacién de una cualquiera de las mutaciones de TGLEAV, TGLEAN,
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G170N y G174N, la mutacién de EIRP y la mutacién de A180E. La proteina mutante de FGF21 tiene la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 6, 11 a 15y 20 a 23.

En la proteina de doble funcion, un residuo de aminoacido N de la proteina mutante de FGF21 introducido por una
mutacién puede estar glicosilado.

La proteina biolégicamente activa es una seleccionada de GLP-1, un mutante de la misma y exendina-4, en donde el
mutante de GLP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 43 a 46.

Tal como se usa en el presente documento, el término “regién F¢”, “fragmento Fc” o “Fc” se refiere a una proteina que
incluye una regién constante de cadena pesada 1 (CH1), una regién constante de cadena pesada 2 (CH2) y una regién
constante de cadena pesada 3 (CH3) de una inmunoglobulina, pero no incluye regiones variables de las cadenas
pesada y ligera y una region constante de cadena ligera 1 (CL1) de una inmunoglobulina. Ademas, tal como se usa
en el presente documento, el término “mutante de regién Fc” se refiere a una region preparada sustituyendo parte de
los aminoacidos de una regién Fc o combinando regiones Fc de diferentes tipos.

La regidn Fc de inmunoglobulina puede ser una regién Fc completa que constituye un anticuerpo, un fragmento de la
misma o un mutante de la regién Fc. Ademas, la region Fc incluye una molécula en forma de monémero o multimero,
y puede incluir ademas una region bisagra de la regién constante de cadena pesada. El mutante de la regién Fc puede
modificarse para evitar la escision en la regién bisagra. Ademas, la secuencia bisagra de la Fc puede tener una
sustitucion en algunas secuencias de aminoacidos para reducir la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC) o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Ademas, parte de la secuencia de
aminoacidos de la secuencia bisagra de Fc puede sustituirse para inhibir la reorganizacién de la regién Fab. Puede
eliminarse un residuo de lisina en el extremo C-terminal de la Fc.

Preferiblemente, la region Fc de inmunoglobulina puede ser una cualquiera de las regiones Fc de IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4 e IgD; 0 una Fc hibrida, que es una combinacién de las mismas. Ademas, la Fc hibrida puede incluir una regién
de IgG4 y una region de IgD. Ademas, la region Fc hibrida puede incluir parte de la secuencia de bisagra y CH2 de
una Fc de IgD, y secuencias CH2 y CH3 de una Fc de 1gG4.

Ademas, el fragmento Fc de la presente invencién puede estar en forma de cadena glicosilada de tipo silvestre, cadena
mas glicosilada que la de tipo silvestre, cadena menos glicosilada que la de tipo silvestre o cadena desglicosilada. El
aumento, la disminucién o la eliminacion de la cadena glicosilada puede realizarse mediante un método convencional
conocido en la técnica, como un método quimico, un método enzimatico y un método de ingenieria genética usando
microorganismos.

Preferiblemente, la regién Fc de inmunoglobulina puede estar representada por una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 24 a 26, 47 y 48.

La proteina de doble funcién puede incluir una proteina biolégicamente activa, una regiéon Fc de una inmunoglobulina
y una proteina mutante de FGF21, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal. Ademas,
la proteina de doble funcién puede incluir una proteina mutante de FGF21, una regién Fc de una inmunoglobulina y
una proteina biolégicamente activa, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal.
Preferiblemente, la proteina de doble funcién puede incluir una proteina biolégicamente activa, una regién Fc de una
inmunoglobulina y una proteina mutante de FGF21, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal.

Ademas, la proteina de doble funcién puede incluir una proteina mutante de GLP-1, una regiéon Fc de una
inmunoglobulina y una proteina mutante de FGF21, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal. Ademas, la proteina de doble funcién puede incluir una proteina mutante de FGF21, una regién Fc de una
inmunoglobulina y una proteina mutante de GLP-1, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal. Preferiblemente, la proteina de doble funcion puede incluir una proteina mutante de GLP-1, una regién Fc de
una inmunoglobulina y una proteina mutante de FGF21, unidas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo
C-terminal.

La proteina de doble funcién incluye ademas un enlazador, en donde el enlazador conecta la proteina mutante de
FGF21 a la regién Fc de la inmunoglobulina.

El enlazador puede estar conectado al extremo N-terminal, al extremo C-terminal o a un radical libre del fragmento Fc
y, ademas, puede estar conectado al extremo N-terminal, al extremo C-terminal o a un radical libre de la proteina
mutante de FGF21. Cuando el enlazador es un enlazador peptidico, la conexién puede producirse en cualquier region.
Por ejemplo, el enlazador puede estar conectado al extremo C-terminal de la regién Fc de inmunoglobulinay al extremo
N-terminal de la proteina mutante de FGF21 para formar una proteina de fusion de la region Fc de inmunoglobulina y
la proteina mutante de FGF21.

Ademas, la proteina de doble funcién de la presente invencién puede estar en la forma en la que una proteina
biolégicamente activa esta unida al extremo N-terminal de la region Fc de la inmunoglobulina de la proteina de fusién.
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Cuando el enlazador y el Fc se expresan por separado y luego se conectan, el enlazador puede ser un agente de
reticulacion conocido en la técnica. Los ejemplos del agente de reticulaciéon pueden incluir 1,1-bis(diazoacetil)-2-
feniletano, glutaraldehido, imidoésteres que incluyen ésteres de N-hidroxisuccinimida, como &cido 4-azidosalicilico, y
ésteres de disuccinimidilo, como 3,3'-ditiobis(succinimidilopropionato), y maleimidas bifuncionales, como bis-N-
maleimido-1,8-octano, pero no se limitan a los mismos.

Ademas, el enlazador puede ser un péptido. Preferiblemente, el enlazador puede ser un péptido que consiste en de
10 a 30 residuos de aminoacidos.

Ademas, puede estar unida adicionalmente alanina al extremo del enlazador. Preferiblemente, el enlazador puede ser
un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 2 a 5.

La proteina de doble funcién puede estar en una forma en la que un dimero o multimero de proteinas mutantes de
FGF21, en las que una o mas proteinas mutantes de FGF21 estan unidas entre si, estad conectado a una regién Fc de
inmunoglobulina. Ademas, la proteina de doble funcién puede estar en una forma de dimero o multimero en la que
dos 0 mas regiones Fc de inmunoglobulina estan unidas, en donde las regiones Fc de inmunoglobulina tienen la
proteina mutante de FGF21 conectada a las mismas.

Ademas, la proteina de doble funcién puede ser un péptido que preferiblemente tiene la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de SEQ ID NO: 58 a 67. Mas preferiblemente, la proteina de doble funcién puede ser un péptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65, 66 o0 67.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que contiene la proteina de doble
funcion para su uso en el tratamiento de diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome metabdlico, enfermedad de higado
graso no alcohélico, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedades cardiovasculares.

Ademas, la composicion farmacéutica puede incluir ademas un portador farmacéutico. El portador farmacéutico puede
ser cualquier portador, siempre que sea un material no toxico adecuado para administrar anticuerpos a los pacientes.
Por ejemplo, pueden incluirse como portadores agua destilada, alcohol, grasas, ceras y sélidos inactivos. También
pueden incluirse en la composicién farmacéutica adyuvantes farmacéuticamente aceptables (agentes tamponantes,
dispersantes). En estas formulaciones, la concentracion de la proteina de doble funcién puede variar en gran medida.

Especificamente, la composicién farmacéutica puede contener un material de formulacion para alterar, mantener o
conservar el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la
estabilidad, la velocidad de disolucién o liberacion, la adsorcién o la permeabilidad de la composicién. Los ejemplos
del material de formulacién adecuado pueden incluir aminoacidos (por ejemplo, glicina, glutamina, asparagina, arginina
o lisina), agentes antimicroorganismos, antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, sulfito de sodio o bisulfito de
sodio), agentes tamponantes (por ejemplo, borato, bicarbonatos, Tris-HCI, citrato, fosfato u otros acidos organicos),
agentes de carga (por ejemplo, manitol o glicina), agentes quelantes (por ejemplo, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA)), agentes complejantes (por ejemplo, cafeina, polivinilpirrolidiona, B-ciclodextrina o hidroxipropil-B-
ciclodextrina), rellenos, monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono (por ejemplo, glucosa, manosa o
dextrina), proteinas (por ejemplo, albimina sérica, gelatina o inmunoglobulina), agentes colorantes, agentes
aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, polimeros hidréfilos (p. €j., polivinilpirrolidiona), polipéptidos de bajo peso
molecular, contraiones formadores de sal (p. €j., sodio), conservantes (p. €j., cloruro de benzalconio, acido benzoico,
acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o perdxido de
hidrégeno), disolventes (p. gj., glicerina, propilenglicol o polietilenglicol}, alcoholes de azucar (p. €j., manitol o sorbitol),
agentes de suspension, surfactantes o humectantes (p. ej., pluronics; PEG; éster de sorbitan; polisorbato, p. €j,,
polisorbato 20 o polisorbato 80; triton; trometamina; lecitina; colesterol o tiloxapol), mejoradores de la estabilidad (p.
ej., sacarosa o sorbitol}, mejoradores del crecimiento (p. ej., haluros de metales alcalinos, preferiblemente, cloruro de
sodio o cloruro de potasio; o manitol, sorbitol), vehiculos de administracién, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes
farmacéuticos, pero no se limitan a los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de doble funcién de la invencién para su uso en el
tratamiento de diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome metabdlico, enfermedad de higado graso no alcohdlico,
esteatohepatitis no alcohélica o enfermedades cardiovasculares. El tratamiento incluye administrar la proteina de doble
funcién a un sujeto que necesita tal tratamiento, en particular, administrar una cantidad eficaz de la proteina de doble
funcion de la presente invencién a un mamifero que tiene un sintoma de diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome
metabdlico, enfermedad de higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedades
cardiovasculares que sean trastornos asociados a FGF21.

La composicién farmacéutica puede administrarse por cualquier via. La composicién puede administrarse a un animal
directamente (por ejemplo, por via tépica, mediante la administracién en areas de tejido mediante inyeccién, trasplante
o mediante administracién topica) o sistémicamente (por ejemplo, mediante administracion oral o parenteral) mediante
cualquier medio apropiado. Cuando la composicién se administra por via parenteral mediante administracién
intravenosa, subcutanea, oftalmica, intraperitoneal, intramuscular, oral, rectal, intraorbital, intracerebral, intracraneal,
intraespinal, intraventricular, intratecal, intracistenal, intracapsular, intranasal o en aerosol, la composicion es
preferiblemente acuosa o puede incluir una parte de una suspension o solucién de liquido corporal fisiolégicamente
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aplicable. En consecuencia, el portador o vehiculo puede afiadirse a la composicién y administrarse a un paciente, ya
que es fisiolégicamente aplicable. Por lo tanto, una solucion salina fisioldgicamente apropiada puede incluirse
generalmente como portador, como un fluido corporal para formulaciones.

Ademas, la frecuencia de administracion puede variar dependiendo de los parametros farmacocinéticos de la proteina
de doble funcién en las formulaciones que van a usarse. Normalmente, los médicos administrarian la composicién
hasta que se alcance una dosis de administracién para lograr un efecto deseado. En consecuencia, la composicién
puede administrarse como una dosis unitaria, al menos dos dosis con intervalos de tiempo (pueden contener o no la
misma cantidad de una proteina de doble funcion objetivo) o administrarse mediante una inyeccién continua por medio
de un dispositivo de trasplante o catéter. La precision de la adicién de una dosis de administracion apropiada pueden
realizarla rutinariamente los expertos en la materia y corresponde al alcance del trabajo que realizan rutinariamente.

Ademas, la dosis unitaria preferible de la proteina de doble funcién en seres humanos puede estar en un intervalo de
0,01 pg/kg a 100 mg/kg de peso corporal, y mas preferiblemente de 1 ug/kg a 10 mg/kg de peso corporal. Aunque
esta es la cantidad 6ptima, la dosis unitaria puede variar dependiendo de la enfermedad que va a tratarse o de la
presencia/ausencia de efectos adversos. No obstante, la dosis de administracién éptima puede determinarse
realizando un experimento convencional. La administracién de la proteina de doble funcién puede realizarse mediante
una inyeccion en bolo periédica, un depodsito externo (por ejemplo, una bolsa intravenosa) o una administracién
intravenosa, subcutanea o intraperitoneal continua desde la fuente interna (por ejemplo, un implante bioerosionable).

Ademas, la proteina de doble funcién de la presente invencion puede administrarse a un sujeto receptor junto con
otras moléculas biolégicamente activas. La combinacion éptima de la proteina de doble funcién y otra(s) molécula(s),
formas de dosificacion y dosis 6ptimas puede determinarse mediante un experimento convencional bien conocido en
la técnica.

En otro aspecto mas, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina
de doble funcién.

Tal como se usa en el presente documento, el término “molécula de acido nucleico aislada” se refiere a una molécula
de &cido nucleico de la presente invencién, que se aisla de aproximadamente al menos el 50 % de proteinas, lipidos,
hidratos de carbono u otros materiales, descubiertos en la naturaleza cuando se aislan los acidos nucleicos totales de
una célula fuente; que esta operativamente unida a un polinucleétido con el que no esté unido en la naturaleza; o que
forma parte de una secuencia de polinucleétido mas grande y no se produce en la naturaleza. Preferiblemente, en las
moléculas de acido nucleico aisladas de la presente invencién, no hay sustancialmente presentes otros acidos
nucleicos contaminados u otros contaminantes que se descubran en el entorno natural e inhiban los usos de los acidos
nucleicos en la produccion de polipéptidos, o el tratamiento, diagnéstico, prevencién o investigacion.

En tal caso, las moléculas de &cido nucleico aisladas que codifican la proteina de doble funcién pueden tener
secuencias diferentes entre si debido a la redundancia de codones. Ademas, siempre que el acido nucleico aislado
pueda producir la proteina de doble funcién, el acido nucleico aislado puede modificarse apropiadamente, o puede
afiadirse un nucledtido al extremo N-terminal o C-terminal del acido nucleico aislado segun los fines deseados.

El acido nucleico aislado puede incluir, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos representada por una cualquiera
de SEQ ID NO: 71 a 80.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un vector de expresion que comprende la molécula de acido
nucleico aislada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector de expresién” se refiere a un vector que contiene una
secuencia de acido nucleico, que es adecuada para la transformacion de una célula hospedadora y dirige o controla
la expresién de una secuencia de &cido nucleico heterogénea insertada. El vector de expresién incluye un acido
nucleico lineal, un plasmido, un fagémido, un césmido, un vector de ARN, un vector viral y analogos de los mismos.
Los ejemplos del vector viral incluyen un retrovirus, un adenovirus y un virus adenoasociado, pero no se limitan a los
mismos.

Como se usa en el presente documento, el término “expresién de una secuencia de &cido nucleico heterogénea” o
“expresion” de una proteina diana se refiere a la transcripcién de una secuencia de ADN insertada, la traduccion de
un transcrito de ARNm y la produccién de un producto de proteina de fusiéon de Fc, un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo.

Un vector de expresion util puede ser RcCMV (Invitrogen, Carlsbad) o un mutante del mismo. El vector de expresién
Util puede incluir un promotor de citomegalovirus (CMV) humano para promover una transcripcion continua de un gen
diana en una célula de mamifero, y una secuencia de sefial de poliadenilacién de hormona de crecimiento bovina para
mejorar el nivel de estabilidad postranscripcional del ARN. En una realizacién a modo de ejemplo de la presente
invencién, el vector de expresién es pAD15, que es un vector modificado de RcCMV.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona una célula hospedadora que comprende el vector de
expresion.
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Como se usa en el presente documento, el término “célula hospedadora” se refiere a una célula procariota o eucariota
en la que puede introducirse un vector de expresiéon recombinante. Como se usa en el presente documento, el término
“transformado” o “transfectado” se refiere a la introduccién de un acido nucleico (por ejemplo, un vector) en una célula
mediante diversas tecnologias conocidas en la técnica.

Una célula hospedadora apropiada puede transformarse o transfectarse con una secuencia de ADN de la presente
invencion y puede usarse para la expresion y/o secrecion de la proteina diana. Los ejemplos de la célula hospedadora
apropiada que puede usarse en la presente invencion incluyen células de hibridoma inmortales, células de mieloma
NS/0, células 293, células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células CAP (células derivadas de liquido
amnioético humano) y células COS.

A continuacién se describiran en detalle realizaciones a modo de ejemplo de la presente invencidén con referencia a
los ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos segun la presente invencién pueden modificarse de muchas formas
diferentes y el alcance de la presente invencién no debe interpretarse como limitado a los ejemplos expuestos en el
presente documento.

Modo de la invencion

Ejemplo de preparacion 1. Preparacion y purificacion de la proteina de fusién que contiene la proteina mutante de
FGF21

Ejemplo de preparacién 1-1. Preparacion de vectores de expresién para la expresion de proteinas mutantes de FGF21

Con el fin de mejorar la estabilidad, la actividad y los perfiles farmacocinéticos de la FGF21 en una estructura Fc-
FGF21, se realizaron estudios de mutacion de FGF21.

Especificamente, se disefiaron proteinas mutantes para la regién LLLE (los amino&cidos en las posiciones 98 a 101
desde el extremo N-terminal de la proteina FGF21) y la region GPSQG (los aminoacidos en las posiciones 170 a 174
desde el extremo N-terminal de la proteina FGF21), y el sitio A180, que se esperaba que afectaran significativamente
las actividades de la proteina basandose en el analisis de la estructura tridimensional de las proteinas FGF21.

La posicion, la informacion de secuencia, el objetivo y el efecto esperado de cada mutacién introducida en la proteina
FGF21 se enumeran en la tabla 1 a continuacion (en la tabla 1, N se refiere a asparagina glicosilada (N)). Ademas,
las proteinas mutantes de FGF21 que incluyen las mutaciones descritas en la tabla 1 se enumeran en la tabla 2 a
continuacion.

[Tabla 1]
Secuencia | Posicion | Secuencia Secuencia Objetivo Efecto esperado
original mutada
EIRP 98-101 LLLE EIRP Sustitucién con la secuencia Mejora de la estabilidad y
de FGF19 la farmacocinética
TGLEAV 170-174 | GPSQG TGLEAV Sustitucién con la secuencia Mejora de la
de FGF19 farmacocinética
TGLEAN 170-174 | GPSQG TGLEAN Sustitucién con la secuencia Mejora de la
de FGF19 y adicién de N- farmacocinética
glicosilacion
G170N 170 G N Mutacién puntual y adicién de | Mejora de la
N-glicosilacion farmacocinética
G174N 174 G N Mutacién puntual y adicién de | Mejora de la
N-glicosilacion farmacocinética
A180E 180 A E Mutacion puntual Mejora de la
farmacocinética
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[Tabla 2]
SEQ ID NO Secuencia de la proteina mutante de FGF21
6 FGF21 (EIRP)
7 FGF21 (TGLEAV)
8 FGF21 (TGLEAN)
9 FGF21 (G170N)
10 FGF21 (G174N)
11 FGF21 (EIRP, TGLEAV)
12 FGF21 (EIRP, TGLEAN)
13 FGF21 (EIRP, G170N)
14 FGF21 (EIRP, G174N)
15 FGF21 (EIRP, A180E)
16 FGF21 (TGLEAV, A180E)
17 FGF21 (TGLEAN, A180E)
18 FGF21 (G170N, A180E)
19 FGF21 (G174N, A180E)
20 FGF21 (EIRP, TGLEAV, A180E)
21 FGF21 (EIRP, TGLEAN, A180E)
22 FGF21 (EIRP, G170N, A180E)
23 FGF21 (EIRP, G174N, A180E)

Se prepararon vectores de expresion para expresar los aminoacidos de los tres componentes: portador de fusién,
enlazador y mutante de FGF21 en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal. El cédigo de material
de cada proteina de fusién mutante de FGF21, la secuencia de mutacién introducida en FGF21, la secuencia del
transportador de fusion y la secuencia del enlazador se enumeran en la tabla 3 a continuacién (en la Tabla 3, N se

refiere a asparagina glicosilada (N)).

[Tabla 3]
SEQ Cédigo de Secuencia de mutacién | Portador de fusién Secuencia de
ID NO | material de FGF21 enlazador
27 DFD1 EIRP, TGLEAV hyFc (SEQ ID NO: 26) C (SEQ ID NO: 2)
28 DFD3 TGLEAV hyFc (SEQ ID NO: 26) AKA (SEQ ID NO: 3)
29 DFD4 TGLEAV hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
30 DFD5 TGLEAN hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
31 DFD6 G170N hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
32 DFD®6 (E. col) G170N hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
33 DFD7 G174N hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 ((SEQ ID NO: 4)
34 DFD9 ninguna hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
35 DFD13 EIRP, TGLEAV hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
36 DFD18 EIRP, TGLEAV, A180E | hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
37 DFD72 EIRP, TGLEAN A180E | hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
38 DFD73 EIRP, G170N hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
39 DFD74 EIRP, G170N, A180E hyFc (SEQ ID NO: 26) GS3 (SEQ ID NO: 4)
40 RGE (Amgen) L98R, P171G, A180E Mutante de I1gG1Fc GS3 (SEQ ID NO: 4)
41 Fc-FGF21 (Lilly) | X Mutante de IgG4Fc (SEQ ID NO: 25) GS3A (SEQ ID NO: 5)

11




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES3013110T3

Para producir las proteinas de fusién mutantes de FGF21, las secuencias de nucleétidos que codifican cada una de
las proteinas mutantes de FGF21 se sintetizaron consultando con Bioneer Corporation (Corea) basandose en la
secuencia de amino&cidos de cada proteina. Se afadieron las secuencias de enzimas de restriccion Nhely Notl al
extremo 5' y al extremo 3' de las secuencias de nucleétidos que codifican cada una de las proteinas mutantes de
FGF21 y se insertaron un codon de iniciacion para la traduccion de proteinas y una secuencia lider
(MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPSHA) capaz de secretar la proteina expresada al exterior de una célula junto a la
secuencia de enzimas de restriccién en el extremo 5'. Se inserté un codon de terminacién junto a la secuencia de
nucleétidos que codifica cada una de las proteinas de fusion mutantes de FGF21. La secuencia de nucledtidos que
codifica cada una de las proteinas de fusion mutantes de FGF21 se clon6 en un vector de expresion pTrans-empty
usando las dos enzimas de restriccién de Nhely Notl. El vector de expresion pTrans-empty, que tiene una estructura
simple que incluye un promotor de CMV, un origen de replicacion derivado de pUC, un origen de replicacién derivado
de SV40 y un gen resistente a la ampicilina, se adquirié de CEVEC Pharmaceuticals (Alemania).

En el caso de las proteinas de fusion de DFD6 (E. coli) y RGE (Amgen), la secuencia de nucleétidos que codifica cada
proteina de fusién se inserté en un vector de expresion pET30a para su expresion en E. coli.

Ejemplo de preparacion 1-2. Construccién de ADN plasmidico para la expresion de proteinas de fusién mutantes de
FGF21

Se transformé E. coli con cada uno de los vectores de expresion construidos en el Ejemplo de preparacién 1-1 para
obtener una gran cantidad de ADN plasmidico que va a usarse para la expresion. Se transformaron células de E. col,
cuyas paredes celulares estaban debilitadas, con cada vector de expresion mediante choque térmico y los
transformantes se sembraron en placas LB para obtener colonias. Las colonias asi obtenidas se inocularon en medio
LB, se cultivaron a 37 °C durante 16 horas y se obtuvo cada cultivo de E. coli que contenia cada vector de expresion
en un volumen de 100 ml. La E. coli asi obtenida se centrifugd para eliminar el medio de cultivo y luego se afiadieron
soluciones P1, P2, P3 (QIAGEN, n.2 de cat.: 12963) para romper las paredes celulares, obteniendo de ese modo una
suspension de ADN en la que las proteinas y los ADN estaban separados. El ADN plasmidico se purifico de la
suspension de ADN asi obtenida usando una columna de purificacién de ADN de Qiagen. El ADN plasmidico eluido
se identifico a través de una electroforesis en gel de agarosa y las concentraciones y purezas se midieron usando un
dispositivo Nanodrop (Thermo scientific, Nanodrop Lite). El ADN asi obtenido se us6 para la expresion.

Ejemplo de preparacién 1-3. Expresion de proteinas de fusién en células CAP-T

Se transfectaron lineas celulares humanas con cada tipo de ADN plasmidico obtenido en el Ejemplo de preparacion
1-2. Cada tipo de ADN plasmidico se transdujo en células CAP-T (CEVEC), que se habian cultivado en medio PEM
(Life Technologies), usando una solucién de PEI (Polyplus, n.2 de cat.: 101-10N). La solucién mixta de ADN y la
solucién de PEI se mezcl6 con la suspensién celular usando un medio de expresion Freestyle293 (Invitrogen), se
cultivé a 37 °C durante 5 horas y se afiadié medio PEM. Después de cultivar a 37 °C durante 5-7 dias, el cultivo se
centrifugd para eliminar las células y se obtuvo un sobrenadante que incluia proteinas de fusién mutantes de FGF21.

Ejemplo de preparacion 1-4. Expresién y purificacién de proteinas de fusién mutantes de FGF21 en E. coli

La cepa de E. coliBL21 (DE3) se transformé con cada ADN plasmidico que expresaba DFD6 (E. coli) y las proteinas
de fusion RGE (Amgen). La E. coli transformada que expresa cada proteina de fusién se inoculé en 20 ml de medio
LB, se cultivé a 37 °C durante 15 horas con agitacion y, a continuacién, una parte del medio de cultivo se inocul6 en
100 ml de medio LB y se cultivé a 37 °C durante 16 horas con agitacién. Una vez finalizado el cultivo, se centrifugé el
cultivo para obtener sedimentos de E. coli, y, a continuacién, las células se rompieron usando un disruptor celular de
alta presion para obtener cuerpos de inclusién.

Los cuerpos de inclusion obtenidos se purificaron mediante lavado y elucién, seguido de un proceso de replegamiento
de proteinas. Especificamente, los cuerpos de inclusién obtenidos se lavaron 2-3 veces con una solucién tampon (pH
8,0} que contenia Triton X-100 al 0,5 %, Tris 50 mM, EDTA 1 mMy NaCl 0,1 M para eliminar |la proteina bacteriana, y
luego se resuspendieron en tampén de urea 8 M que contenia urea 8 M, Tris 50 mM y DTT 1 mM. Dado que las
proteinas en el tampo6n de urea 8 M estaban completamente desnaturalizadas, se realizd un proceso de replegamiento
de proteinas de la siguiente manera.

Para comenzar, el tamp6n de urea 8 M se diluyé gradualmente con una solucién tampén de glicina 20 mM (pH 9,0)
para eliminar la urea y, a partir de la concentracion de 2 M, se afiadié CuSOq« a la concentracién de 80 UM para inducir
el plegamiento estable de las proteinas. La proteina que completd el proceso de replegamiento se suspendié en una
solucion tampoén de PBS (pH 7,4) y la suspension se filtrd con un filtro de 0,22 um para eliminar las impurezas, y luego
se cargd en una columna de cromatografia de afinidad de proteina A. La columna se lavé con una solucién tampén
de PBS 1X (pH 7,4) y luego las proteinas se eluyeron usando una solucién tampén de glicina 100 mM (pH 3,0) para
preparar proteina de fusion DFD6 (E. coli).

En el caso de la proteina de fusién RGE (Amgen), la proteina que completd el proceso de replegamiento se suspendid
en una solucién tampén de Tris 50 mM (pH 8,0), la suspensién se filtré con un filtro de 0,22 pm para eliminar impurezas
y luego se cargd en una columna de resina de intercambio aniénico (POROS® HQ 50 um, Thermo Fisher Scientific).
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La columna se lavé con una solucién tampén de Tris 50 mM (pH 8,0) y, a continuacién, se administrd una solucién
tampon de Tris 50 mM (pH 8,0) a lo largo del gradiente de concentracion para eluir la proteina de fusién RGE (Amgen).
La proteina de fusion RGE (Amgen) obtenida mediante la resina de intercambio anidénico se mezcld con sulfato de
amonio a la concentracién de 1 My, a continuacion, se purificd usando una columna de cromatografia de interaccion
hidrofébica (Phenyl sepharose FF, GE Healthcare). Especificamente, la columna se lavé con una solucién tampén de
Tris 50 mM (pH 8,0) que contenia sulfato de amonio 1 M, se administré una solucién tampoén de Tris 50 mM (pH 8,0)
a lo largo del gradiente de concentracién y las fracciones eluidas se analizaron mediante electroforesis en gel de Tris-
glicina al 10 %. El gel se tifié con azul brillante de Coomassie R con agitacién suave y las fracciones que contenian la
proteina de fusién mutante de FGF21 con alta pureza se recogieron y luego se dializaron durante la noche a 4 °C
usando una solucién tampdn final (PBS 1X, EDTA 1 mM, pH 7,4). Una vez completada la dialisis, la solucion madre
de proteina obtenida se concentré a 3000 rpm usando un filtro de centrifugacion de corte de 30000 MW a 4 °C. La
concentracién de la proteina de fusién mutante de FGF21 se midié mediante analisis cuantitativo BCA.

Ejemplo de preparacién 1-5. Purificacién de proteinas de fusién mutantes de FGF21

La columna de cromatografia de afinidad de proteina A (GE Healthcare) se equilibré con una solucién tampén de PBS
1X (pH 7,4). El sobrenadante de cultivo que incluia cada proteina de fusion mutante de FGF21 obtenida en el Ejemplo
de preparacién 1-3 se filtré con un filtro de 0,2 um y luego se cargd en una columna de cromatografia de afinidad de
proteina A. La columna se lavé con una solucién tampoén de PBS 1X (pH 7,4) y luego se eluyeron las proteinas usando
una solucién tampén de glicina 100 mM (pH 3,0). Las proteinas de fusién obtenidas por cromatografia de afinidad se
purificaron usando una columna de resina de intercambio aniénico (POROS® HQ 50 um, Thermo Fisher Scientific).
La columna de resina de intercambio aniénico se equilibré con una solucién tampén de Tris 50 mM (pH 8,0), antes de
que las proteinas de fusiéon mutantes de FGF21 se eluyeran de la columna. Especificamente, después de lavar la
columna con una solucién tampén de Tris 50 mM (pH 8,0), se dispens6 una solucién tampén de Tris 50 mM (pH 8,0)
a lo largo del gradiente de concentracién y se analizaron las fracciones eluidas. Cada fraccién eluida se analizé usando
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC-HPLC), y se recogieron las fracciones que incluian proteinas de fusién
mutantes de FGF21 con alta pureza. La concentracion y el analisis cuantitativo se realizaron segin los métodos
descritos en el Ejemplo de preparacion 1-4.

Ejemplo experimental 1. Actividades in vitro de las proteinas de fusién
Ejemplo experimental 1-1. Efecto de las mutaciones de FGF21 sobre la actividad de la proteina

Se midieron las actividades in vitro de las proteinas de fusién DFD4, DFD5, DFD6, DFD6 (E. col)), DFD7, DFD9,
DFD13, DFD18, DFD72, DFD73 y DFD74 preparadas en el Ejemplo de preparacién 1.

Especificamente, se evaluaron las actividades de FGF21 in vitro de las proteinas de fusién usando una linea celular
HEK293 (Yuhan Corporation, Corea) que se modifico para sobreexpresar -klotho humano, un correceptor de FGF21.
Para la evaluacion de la actividad, los concentrados que contenian las proteinas de fusion preparadas en los Ejemplos
de preparacion 1-4 y 1-5 se sometieron a una dilucién en serie de 3 veces a una concentraciéon de 3 pM. Después de
haberse cultivado en un estado deficiente en suero durante 5 horas, la linea celular que sobreexpresaba B-klotho
humano se traté con las proteinas de fusién diluidas durante 20 minutos y luego se lis6 afiadiendo un tampén de
citolisis (Cisbio/n.? de cat. 64ERKPEG) con agitacién a 60 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. La solucién
de lisado celular se mezclé con anticuerpos (Cisbio/n.? de cat. 64ERKPEG), que pueden detectar la quinasa regulada
por sefales extracelulares (ERK) y ERK fosforilada, y la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 horas.
La fluorescencia se detecté usando un detector fluorométrico (TECAN/GENiosPro). Las actividades de las proteinas
de fusién se midieron comparando sus valores de CEso.

Como se muestra en las FIGS. 1A a 1C, se confirmé que las actividades in vitro de las proteinas de fusion preparadas
introduciendo secuencias de mutacion en la proteina FGF21 de tipo silvestre no se inhibieron y las actividades de cada
proteina de fusién fueron similares entre si. También se confirmé que, a través de la muestra DFD6 (E. coli) expresada
en E. coli y la muestra DFD6 expresada en células animales, las actividades in vitro de las proteinas de fusion
preparadas introduciendo la mutacién de N-glicosilacién en la proteina FGF21 de tipo silvestre no se inhibieron.

Ejemplo experimental 1-2. Efecto de la secuencia de enlazador sobre la actividad de la proteina

Se midieron las actividades in vitro de las proteinas de fusién DFD1, DFD3, DFD4 y DFD13 preparadas en el Ejemplo
de preparacion 1.

Especificamente, se midieron las actividades de FGF21 de las proteinas de fusién usando los concentrados que
contenian las proteinas de fusién preparadas en el Ejemplo de preparaciéon 1-5 segun los métodos descritos en el
Ejemplo experimental 1-1. Los resultados se muestran en las FIGS. 2A y 2B.

Se confirmé que ninguna proteina de fusion mutante de FGF21 mostré una disminucion significativa en la actividad,

aunque se mostro una ligera diferencia en la actividad dependiendo de la secuencia de enlazador, como se muestra
en las FIGS. 2A y 2B.
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Ejemplo experimental 1-3. Resultados experimentales para DFD1, RGE (Amgen) y Fc-FGF21 (Lilly)

Se midieron las actividades in vitro de la proteina de fusion DFD1 preparada en el Ejemplo de preparacion 1y las
proteinas de control RGE (Amgen) y Fc-FGF21 (Lilly).

Especificamente, se midieron las actividades de FGF21 de las proteinas de fusién usando los concentrados que
contenian las proteinas de fusién preparadas en el Ejemplo de preparacién 1-5 y las proteinas de control segin los
métodos descritos en el Ejemplo experimental 1-1. Los resultados se muestran en la FIG. 3.

Se confirm6 que DFD1 y RGE (Amgen) tenian una actividad in vitro similar, mientras que Fc-FGF21 (Lilly) tenia una
actividad in vitro dos veces mayor que la de las otras proteinas, como se muestra en la FIG. 3.

Ejemplo experimental 2. Evaluacién de la estabilidad de las proteinas de fusién
Ejemplo experimental 2-1. Método experimental para evaluar la estabilidad

Para medir la cantidad de agregados proteicos en la fase inicial de preparacién de la muestra, se cuantificaron los
agregados de alto peso molecular (% de HMW) usando un método de cromatografia de exclusiéon por tamario (SEC-
HPLC). Los resultados se muestran en la FIG. 4.

Especificamente, se us6 una columna modelo TSK-GEL G3000SWx. de TosoHaas para el método de SEC-HPLC. La
columna se equilibré haciendo fluir una solucién tampon (PBS 1X, EDTA 1 mM, pH 7,4) a una velocidad de flujo de
1 ml/min. Las soluciones madre de proteinas DFD4 y DFD13 preparadas en los Ejemplos de preparaciéon 1-5 se
concentraron hasta una concentracién objetivo de 20 mg/ml o superior a 3000 rpm usando un filtro de centrifugaciéon
de corte de 30000 MW a 4 °C. Después de la medicion de la concentracion de cada muestra mediante analisis
cuantitativo BCA, las muestras se diluyeron con una solucién tampén (PBS 1X, EDTA 1 mM, pH 7,4) hasta una
concentracion final de 20 mg/ml. Para medir el % de HMW inicial de DFD4 y DFD13, se diluyeron 20 mg/ml de las
muestras con la solucién tampén (PBS 1X, EDTA 1 mM, pH 7,4} hasta una concentracion final de 1 mg/ml, y se analizé
cada muestra en un volumen de 100 pl mediante una columna de SEC-HPLC.

Para la evaluacion de la estabilidad de cada muestra, se midié el % de HMW de las muestras usando el método de
SEC-HPLC los dias 4, 8 y 14 mientras se almacenaban a 5 °C, 25 °C y 37 °C durante dos semanas.

Como se muestra en la FIG. 4, se confirmé que DFD13 tenia una menor cantidad de agregados de alto peso molecular
(% de HMW) en la fase inicial y hasta el punto de 2 semanas en comparacién con DFD4, lo que indica que la
introduccién de la mutacion EIRP mejora la estabilidad de la proteina de fusion mutante de FGF21, reduciendo de ese
modo significativamente el % de HMW.

Ejemplo experimental 2-2. Resultados de estabilidad

Para investigar los efectos de la mutaciéon EIRP introducida en la secuencia original LLLE (98-101) de FGF21 sobre la
estabilidad, se midi6 la estabilidad de DFD4 (SEQ ID NO: 29) y DFD13 (SEQ ID NO: 35) segun los métodos descritos
en el Ejemplo experimental 2-1. Los resultados del analisis para la muestra de la hora cero (fase inicial, dia 0) y las
muestras almacenadas durante 4, 8 y 14 dias de DFD4 y DFD13 se resumen en la tabla 4 a continuacioén (en la tabla
4, N.D. significa “no detectado”).

[Tabla 4]
Estabilidad de DFD4 y DFD13 durante 2 semanas a una concentracién de 20 mg/ml (% de HMW)

DFD4 DFD13
Dia 5°C 25°C 37°C 5°C 25 °C 37 °C
0 0,91 0,56
4 4,25 11,64 5,12 0,36 0,34 0,84
8 6,16 9,99 4,87 N.D. N.D. N.D.
14 8,15 8,83 4,71 N.D. N.D. 0,32

Como se muestra en la tabla 4, la cantidad de % de HMW en la fase inicial (dia 0) fue del 0,91 % para DFD4 y del
0,56 % para DFD13. Después de 2 semanas, la cantidad de % de HMW aumenté hasta el 8,83 % para DFD4, pero
no se observé en DFD13, bajo la condicién de almacenamiento a 25 °C. Se demostré que DFD13 tenia una tasa de %
de HMW menor en la fase inicial y 2 semanas, en comparacion con DFD4, lo que indica que la tasa de % de HMW de
la proteina de fusion mutante de FGF21 disminuy6 significativamente debido a la introduccién de la mutacion EIRP.
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Ejemplo experimental 3. Evaluacién farmacocinética de proteinas de fusion
Ejemplo experimental 3-1. Método experimental para la evaluacién farmacocinética

Ratones ICR macho de seis semanas adquiridos de Orient BIO (Corea) se dividieron en grupos (17 = 3/momento de la
toma de muestras de sangre) para que tuvieran valores medios similares de peso corporal un dia antes del tratamiento
farmacolégico, y se les administré por via subcutédnea una vez una muestra respectiva a 1 mg/kg (2 mg/kg para RGE).
Luego se recogieron muestras de sangre a las 1, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion,
respectivamente. La concentracion de proteina FGF21 intacta de longitud completa en la sangre se midié usando un
kit de ELISA de FGF21 humana intacta (F1231-K01, Eagle Biosciences, EE. UU.), que tiene inmunorreactividad con
el extremo N-terminal y C-terminal de la proteina FGF21. Se midieron las concentraciones de las muestras en la
sangre recogida hasta 96 horas después de la inyeccion subcutanea de cada proteina de fusién en los ratones, y se
calcularon los parametros farmacocinéticos de cada muestra.

Ejemplo experimental 3-2. Evaluacion de la actividad farmacocinética

Basandose en el grafico que muestra las concentraciones de cada proteina en sangre frente al tiempo tras la
administracién subcutanea de las proteinas de fusién en ratones (FIG. 5), se calcularon los parametros
farmacocinéticos. Los datos se muestran en la tabla 5 a continuacion.

[Tabla 5]
Para- DFD4 |PFD5 DPFD6 |PFD7 DFD9 |PFD13 DFD18 PFD72 |pPFD73 [PFD74 [Pfdé RGE*
metros (E.

coli)
Tmax. 12 12 12 4 4 12 12 8 8 8 8 12
(hora)

Cmax. 1288 [1732 868 696 384 1070 (3428 pP962 3296 3996 1399 0921
(ng/ml}

AUCurmo 5856 40706 (100107 [14118 @656 [P8785 [104230 [115977 [123511 P06634 [B7269 (325747
ng-h/ml)

Semivida 5,5 8,0 14,9 19,7 174 |71 11,0 14,4 16,6 £6,0 09,1 12,9
(hora)

Se compar6 y evalué el perfil farmacocinético de cada proteina de fusién basandose en el valor del area bajo la curva
(AUC) que indica el grado de exposicion al farmaco.

Como se muestra en la tabla 5, al comparar DFD4 con DFD13 y DFD6 con DFD73, se determiné que la introduccion de
la secuencia EIRP dio como resultado un aumento aproximado del 10 al 20 % en el valor del AUC. Al comparar DFD9
con DFD4, la introduccion de TGLEAYV dio como resultado un aumento aproximado de 6 veces en el valor del AUC.

Ademas, las mutaciones de TGLEAN, G170N y G174N estan disefiadas para extender la semivida al introducir N-
glicosilacion en el extremo C-terminal de FGF21, que se sabe que se proteoliza in vivo. El aumento de AUC debido a
la introduccién de la N-glicosilacion se confirm6 comparando los mutantes con cada material de control. Para confirmar
el efecto de la mejora de AUC debido a la introduccién de la N-glicosilacion, el valor de AUC para DFD6 (E. coli)
producida por E. coli que no tiene glicosilacién se comparo con el de DFD6 producida por una linea celular humana.
DFD6 producida por la linea celular humana mostré un aumento de 3 veces o0 mas en el valor de AUC en comparacion
con DFD6 (E. coli) producida por E. coli, que demostré una mejora del perfil farmacocinético debido a la glicosilacién.

La A180E es una mutacién divulgada en el documento WO 2009/149171 propiedad de Amgen Inc. Cuando la mutacién
de A180E se introdujo ademas en el mutante DFD13 o DFD73, que incluye la mutacién de TGLEAV o G170N,
respectivamente, el mutante resultante DFD18 o DFD74, respectivamente, mostré un aumento adicional aproximado
de 2 a 3 veces en el valor de AUC.

En resumen, se confirmé que los parametros farmacocinéticos mejoraron mediante la introduccion de diversas
mutaciones y combinaciones de las mismas, en comparacion con DFD9, la proteina de fusién FGF21 de tipo silvestre.
La proteina de fusidon que mostré el valor de AUC mas mejorado fue DFD74 que contenia las mutaciones de EIRP,
G170N y A180E, que mostré una mejora aproximada de 45 veces en el valor de AUC en comparacién con DFD9.
Ademas, considerando RGE (Amgen) a la dosis de 2 mg/kg de peso corporal, DFD74 puede tener un mayor grado de
exposicion al farmaco en comparacién con RGE. Los efectos globales de la mejora en la farmacocinética debido a las
mutaciones se resumen en la tabla 6 a continuacion.
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[Tabla 6]

Secuencia de la | Posicion de la | Material de control frente a | Evaluacién de los parametros

mutacion mutacion material mejorado farmacocinéticos

EIRP 98-101 DFD4 frente a DFD13 Mejora del AUC
DFD6 frente a DFD73

TGLEAV 170-174 DFD9 frente a DFD4 Mejora del AUC

TGLEAN 170-174 DFD9 frente a DFD5 Mejora del AUC

G170N 170 DFD9 frente a DFD6 Mejora del AUC
DFD6 (E. coli) frente a DFD6 Mejora del AUC

G174N 174 DFD9 frente a DFD7 Mejora del AUC

A180E 180 DFD13 frente a DFD18 Mejora del AUC
DFD73 frente a DFD74 Mejora del AUC

Ejemplo experimental 4. Evaluacién de la actividad de las proteinas de fusién en ratones ob/ob
Ejemplo experimental 4-1. Método experimental para evaluar la actividad en ratones ob/ob

Los ratones ob/ob, caracterizados por presentar hiperglucemia, resistencia a la insulina, hiperfagia, higado graso y
obesidad debido a una deficiencia genética de leptina, se usan ampliamente para el estudio de la diabetes tipo 2. Se
adquirieron ratones ob/ob macho (Harlan, EE. UU.) de Raonbio (Corea). Estos ratones tenian de 5 a 6 semanas de
edad en el momento de la llegada y de 8 a 9 semanas de edad en el momento del tratamiento farmacolégico después
de 3 semanas de adaptacion. Los ratones se dividieron en grupos (n = 8/grupo) para que tuvieran valores medios
similares de peso corporal y niveles de glucosa en sangre caudal un dia antes del tratamiento farmacolégico (dia 0),
y las muestras se administraron por via subcutanea una vez segun cada una de sus respectivas dosis. Se administrd
solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS, Gibco, EE. UU.) como tratamiento de vehiculo y se midio
la concentracion de glucosa en la sangre usando un medidor de glucosa, GlucoDr (All Medicus, Corea). Los niveles
de glucosa sin ayunas y los pesos corporales se midieron todos los dias hasta el 14° dia después de la administracion.
También se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada en cada grupo antes de la administracion y después de
la prueba. Los niveles de hemoglobina glucosilada se calcularon usando un kit de HbAlc DCA 2000 (Siemens, 5035C).

Ejemplo experimental 4-2. Evaluacion de la actividad en ratones ob/ob

Los cambios en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas y los pesos corporales en ratones ob/ob macho se
observaron después de una Unica inyeccion subcutanea de 30 o 100 nmol/kg de DFD18 y DFD72, o 10, 30 o
100 nmol/kg de DFD74.

Se confirm6 que DFD18, DFD72 y DFD74 tenian el efecto de reducir el nivel de glucosa en sangre de manera
dependiente de la dosis. Al comparar los tres agentes en la dosis alta de 100 nmol/kg, DFD72 y DFD74 mostraron un
efecto mejorado sobre la reduccién del nivel de glucosa en sangre que DFD18 (FIG. 6). Ademas, Fc-FGF21 (Lilly),
que se us6 como material de control en la prueba, fue menos eficaz en la reduccion del nivel de glucosa en sangre en
comparacion con DFD18, DFD72 y DFD74 al mismo nivel de dosis (30 nmol/kg).

En cuanto al efecto sobre la reduccién del peso corporal, al comparar los tres agentes en la dosis alta de 100 nmol/kg,
DFD72 fue el mas eficaz en ratones ob/ob, dando como resultado una reduccion aproximada del 6 % en el peso
corporal, y DFD18 fue el siguiente mas eficaz, seguido por DFD74 (FIG. 7).

Una vez finalizada la prueba, se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada indicativos de los valores medios de
glucosa en sangre y se analizaron los cambios en la glucosa en sangre media en cada grupo de prueba. Todos los
grupos tratados, excepto el grupo de control tratado con la proteina de control Fc-FGF21 (Lilly), mostraron valores
negativos en las diferencias entre antes de la administracion y después de la prueba, lo que confirmoé la eficacia de
las proteinas de prueba en comparacién con el material de control en la reduccién de la glucosa en sangre (FIG. 8).

Ejemplo experimental 5. Evaluacién de la actividad de las proteinas de fusién en ratones HFD/STZ
Ejemplo experimental 5-1. Método experimental para evaluar la actividad en ratones HFD/STZ

Los efectos de las proteinas de fusidon mutantes de FGF21 sobre la reduccion de la glucosa en sangre y el peso
corporal se compararon y evaluaron en otro modelo diabético, el modelo de ratén HFD/STZ. Los modelos de ratén
con obesidad inducida por la dieta convencionales (inducida mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas del
60 % de kcal a ratones C57BL/6 durante ocho semanas 0 mas) tienen caracteristicas diabéticas e hiperglucémicas
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débiles, aunque provocan resistencia a la insulina. Los ratones HFD/STZ, que pueden compensar los defectos en los
modelos de ratén con obesidad inducida por la dieta convencionales, son capaces de producir células B disfuncionales
en el pancreas y una disminucion de la secrecion de insulina como resultado de una dieta rica en grasas (HFD) y la
administracién de un nivel bajo de estreptozotocina (STZ), y por lo tanto son Utiles para estudios farmacolégicos de la
diabetes tipo 2.

Especificamente, para inducir el modelo de ratdon HFD/STZ, se aliment6 a ratones C57BL/6 (Japan SLC) con una dieta
rica en grasas del 60 % de kcal durante cuatro semanas y, a continuacién, se les administré por via intraperitoneal
50 mg/kg de STZ (Sigma, 85882) todos los dias durante 3 dias para inducir disfuncion en las células B del pancreas.
Después de alimentarlos con la dieta rica en grasas durante 2 semanas adicionales, se usaron para la prueba los
ratones con niveles de glucosa en sangre sin ayunas de 200 mg/dl o superiores. Los ratones se dividieron en grupos
(n=6/grupo) para que tuvieran valores medios similares de peso corporal y niveles de glucosa en sangre caudal un dia
antes del tratamiento farmacolégico (dia 0}, y las muestras se administraron por via subcutanea una vez segun cada
una de sus respectivas dosis. Se administré solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS, Gibco, EE.
UU.) como vehiculo de tratamiento y se midi6 la concentracion de glucosa en la sangre usando un medidor de glucosa,
GlucoDr (All Medicus, Corea). Los niveles de glucosa sin ayunas y los pesos corporales se midieron todos los dias
hasta el 14° dia después de la administracién. También se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada en cada
grupo antes de la administracion y después de la prueba. Los niveles de hemoglobina glucosilada se calcularon
utilizando un kit de HbA1c DCA 2000 (Siemens, 5035C).

Ejemplo experimental 5-2. Evaluacién de la actividad en ratones HFD/STZ

Se observaron los cambios en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas y los pesos corporales a lo largo del tiempo
en ratones macho HFD/STZ después de una Unica inyeccion subcutanea de 10 nmol/kg de DFD72 o DFD74.

En cuanto a los cambios en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas, se confirmé que DFD72 y DFD74 tuvieron
efectos similares sobre la reduccion de los niveles de glucosa en sangre, y el efecto de reduccién de la glucosa en
sangre se mantuvo hasta el 10° dia después de la administracién y luego se perdié con el metabolismo de los
medicamentos después del 102 dia (FIG. 9). DFD72 mostrd un efecto mas prolongado que DFD74 en cuanto a cambios
en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas después del 10° dia después de la administracién.

En cuanto al efecto sobre la reduccién del peso corporal debido a la administracion de proteinas mutantes de FGF21,
se confirmé que tanto DFD72 como DFD74 tuvieron efectos similares sobre la reduccién del peso corporal en
aproximadamente un 5 %, y el efecto desaparecié después del 10° dia después de la administracién (FIG. 10).

Una vez finalizado el ensayo, se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada indicativos del valor medio de
glucosa en sangre y se analizaron los cambios en la glucosa en sangre media en cada grupo de prueba. Mientras que
el grupo del vehiculo tuvo un aumento de 0,25 en los niveles de hemoglobina glucosilada, el grupo tratado con DFD74
tuvo un aumento de 0,1 y el grupo tratado con DFD72 tuvo una disminucién de 0,27 (FIG. 11).

Ejemplo experimental 6. Actividad de las proteinas de fusién en ratones obesos inducidos por la dieta
Ejemplo experimental 6-1. Método experimental para evaluar actividades en ratones obesos inducidos por la dieta

Se evaluo el efecto de reduccién del peso corporal de DFD18, una proteina de fusion mutante de FGF21, en ratones
obesos inducidos por la dieta. Para el modelo de obesidad inducida por la dieta, se adquirieron ratones C57BL/6J de
Central Lab. Animal Inc. y se alimentaron con una dieta rica en grasas que contenia un 60 % de kcal de grasa (dieta
de investigacién) durante de 8 a 12 semanas. Los ratones se dividieron en grupos (n = 8/grupo) para que tuvieran un
valor medio similar de peso corporal un dia antes del tratamiento farmacolégico (dia 0), y luego se les administré por
via subcutanea 30 nmol/kg de muestras una vez. Los cambios en los pesos corporales se compararon con el grupo
tratado con vehiculo (PBS).

Ejemplo experimental 6-2. Actividad proteica en ratones obesos inducidos por la dieta

En cuanto a los cambios en el peso corporal a lo largo del tiempo en el modelo de ratén con obesidad inducida por la
dieta después de una Unica administracion de 30 nmol/kg de DFD18, se confirmé que el efecto de reduccion del peso
continuaba el 10° dia después de la administracién, y la reduccién maxima de peso (aproximadamente un 18 %) fue
el 112 dia después de la administracién, que se mantuvo el 142 dia (FIG. 12).

Ejemplo de preparacion 2. Preparacién y purificacion de proteinas de doble funcién
Ejemplo de preparacion 2-1. Preparacion de vectores de expresion para la expresion de proteinas de doble funcién

Con el fin de identificar los efectos de la secuencia de la proteina mutante de GLP-1 y la secuencia de la bisagra Fc
fusionada a la misma sobre la actividad in vitro, los perfiles farmacocinéticos y la eficacia farmacologica, se disefiaron
diversas secuencias para las proteinas mutantes de GLP-1 fusionadas a Fc. Las secuencias de las proteinas mutantes
de GLP-1 se enumeran en la tabla 7 a continuacion, y las secuencias de los mutantes de GLP-1 fusionados a Fc se
enumeran en la tabla 8.
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SEQ ID NO Secuencia de |a proteina mutante de GLP-1
43 GLP-1(A2G)

44 GLP-1(GE)

45 GLP-1(GG)

46 GLP-1(GEG)

SEQ ID NO Proteina mutante de GLP-1 fusionada a Fc
49 DFD52: GLP1(A2G)-HyFc5

50 DFD53: GLP1(A2G)-HyFc40

51 DFD54: GLP1(GE)-HyFc5

52 DFD55: GLP1(GE)-HyFc40

53 DFD56: GLP1(GG)-HyFc5

54 DFD57: GLP1(GG)-HyFc40

55 DFD58: GLP1(GEG)-HyFc5

56 DFD59: GLP1(GEG)-HyFc40

En la tabla 8, HyFc5 se refiere a SEQ ID NO: 47 y HyFc40 se refiere a SEQ ID NO: 48.

Para investigar los efectos de las secuencias de las proteinas mutantes de GLP-1 y las proteinas mutantes de FGF21,
la secuencia de la bisagra Fc fusionada a los mutantes de GLP-1, la secuencia del enlazador conectado entre las
proteinas mutantes de FGF21 y Fc sobre la actividad in vitro, los perfiles farmacocinéticos y la eficacia farmacologica,
se disefiaron diversas secuencias para las proteinas de doble funcion. Las secuencias de las proteinas de doble
funcion, incluidas las proteinas mutantes de GLP-1 y las proteinas mutantes de FGF21, se enumeran en la tabla 9 a
continuacién. Cada proteina de doble funcién contiene una proteina mutante de GLP-1, una regién Fc de una
inmunoglobulina, un enlazador y una proteina mutante de FGF21 conectados en este orden desde el extremo N-

terminal al extremo C-terminal.

[Tabla 9]
SEQ Codigo de Secuencia de la Portador de fusion Secuencia de Cambios en la
IDNO | material proteina mutante enlazador secuencia de
de GLP-1 FGF21

58 DFD23 GLP-1(A2G) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

59 DFD24 GLP-1(GE) hyFc5 (SEQ ID NO: 47) GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

60 DFD25 GLP-1(GE) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQ ID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

61 DFD26 GLP-1(GG) hyFc5 (SEQ ID NO: 47) GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

62 DFD27 GLP-1(GG) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQ ID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

63 DFD28 GLP-1(GEG) hyFc5 (SEQ ID NO: 47) GS3 (SEQ ID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

64 DFD29 GLP-1(GEG) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV)

65 DFD69 GLP-1(GEG) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAV, A180E)

66 DFD112 GLP-1(GEG) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
TGLEAN, A180E)
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SEQ Codigo de Secuencia de la Portador de fusion Secuencia de Cambios en la
IDNO | material proteina mutante enlazador secuencia de
de GLP-1 FGF21
67 DFD114 GLP-1(GEG) hyFc40 (SEQ ID NO: 48) | GS3 (SEQID NO: 4) | FGF21 (EIRP,
G170N, A180E)

Especificamente, las secuencias de nucletdtidos que codifican cada una de las proteinas de doble funcién se
sintetizaron después de consultar con Bioneer Corporation (Corea) basandose en la secuencia de aminoacidos de
cada proteina. Se afiadieron las secuencias de enzimas de restriccion Nhel y Notl a los extremos 5' y 3' de las
secuencias de nucleodtidos que codifican cada una de las proteinas de doble funcién y se insertaron un codoén de
iniciacién para la traduccion de proteinas y una secuencia lider (MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPSHA) que permite
la secrecion de la proteina expresada al exterior de una célula junto a la secuencia de enzimas de restriccién en el
extremo 5'. Se inserté un coddn de terminacién junto a la secuencia de nucleétidos que codifica cada una de las
proteinas de doble funcion. La secuencia de nucleétidos que codifica cada una de las proteinas de doble funcion se
cloné en un vector de expresion pTrans-empty usando las dos enzimas de restriccion Nhel y Notl. El vector de
expresion pTrans-empty, que tiene una estructura simple que incluye un promotor de CMV, un origen de replicacion
derivado de pUC, un origen de replicaciéon derivado de SV40 y un gen de resistencia a la ampicilina, se adquirié de
CEVEC Pharmaceuticals (Alemania).

Ejemplo de preparacion 2-2. Construccién de ADN plasmidico para la expresién de mutantes de GLP-1 fusionados a
Fc y proteinas de doble funcién

Se transformé E. coli con cada uno de los vectores de expresion construidos en el Ejemplo de preparacién 2-1 para
obtener una gran cantidad de ADN plasmidico que va a usarse para la expresion. Se transformaron células de E. col,
con paredes celulares debilitadas por choque térmico, con cada vector de expresion y los transformantes se sembraron
en una placa LB para obtener colonias. Las colonias asi obtenidas se inocularon en medio LB, se cultivaron a 37 °C
durante 16 horas y se obtuvo cada cultivo de E. coli que contenia cada vector de expresién en un volumen de 100 ml.
La E. coli obtenida posteriormente se centrifugd para eliminar el medio de cultivo y luego se afiadieron soluciones P1,
P2, P3 (QIAGEN, n.? de cat.: 12963) para romper las paredes celulares, obteniendo de ese modo una suspensién de
ADN en la que las proteinas y el ADN estaban separados. El ADN plasmidico se purificé de la suspensién de ADN asi
obtenida usando una columna de purificacion de ADN de Qiagen. El ADN plasmidico eluido se identific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa y las concentraciones y purezas se midieron usando un dispositivo Nanodrop (Thermo
Scientific, Nanodrop Lite). EI ADN asi obtenido se us6 para la expresion.

Ejemplo de preparacion 2-3. Expresién de mutantes de GLP-1 fusionados a Fc y proteinas de doble funcién en células
CAP-T

Se transformaron lineas celulares humanas con cada ADN plasmidico obtenido en el Ejemplo de preparacién 2-2.
Cada tipo de ADN plasmidico se transdujo en células CAP-T (CEVEC), que se habian cultivado en medio PEM (Life
Technologies), usando una solucién de PEI (Polyplus, n.? de cat.: 101-10N). La solucién mixta de ADN y la solucién
de PEI se mezcld con la suspension celular usando medio de expresion Freestyle293 (Invitrogen), se cultivé a 37 °C
durante 5 horas y se afiadié6 medio PEM. Después de cultivar a 37 °C durante 5-7 dias, el cultivo se centrifugo6 para
eliminar las células y se obtuvo el sobrenadante que contenia cada proteina.

Ejemplo de preparacion 2-4. Purificacién de mutantes de GLP-1 fusionados a Fc y proteinas de doble funcién

La columna de cromatografia de afinidad de proteina A (GE Healthcare) se equilibrdé con una solucion tampén de PBS
1X (pH 7,4). El sobrenadante de cultivo que incluia cada uno de los mutantes de GLP-1 fusionados a Fcy las proteinas
de doble funcién obtenidos en el Ejemplo de preparacion 2-3 se filtré con un filtro de 0,2 pm y luego se cargd en una
columna de cromatografia de afinidad de proteina A. La columna se lavé con una solucién tampoén de PBS 1X (pH
7,4} y luego las proteinas se eluyeron usando una solucién tampén de glicina 100 mM (pH 3,0). Las proteinas obtenidas
por cromatografia de afinidad se purificaron usando una columna de resina de intercambio aniénico (POROS® HQ
50 um, Thermo Fisher Scientific). La columna de resina de intercambio anionico se equilibré con una solucion tampon
de Tris 50 mM (pH 8,0), antes de cargar en la misma las proteinas eluidas de la cromatografia de afinidad.

Después de lavar la columna con una solucién tampoén de Tris 50 mM (pH 8,0), se dispens6 una solucion tampoén de
Tris 50 mM (pH 8,0} a lo largo del gradiente de concentracion y se analizaron las fracciones eluidas. Cada fraccion
eluida se analizé usando cromatografia de exclusién por tamafio (SEC-HPLC), y las fracciones que incluian los
mutantes de GLP-1 fusionados a Fc y las proteinas de doble funcién con alta pureza se recogieron y se dializaron
durante la noche a 4 °C usando una solucién tampén final (PBS 1X, EDTA 1 mM, pH 7,4). Una vez completada la
dialisis, la solucién madre de proteina obtenida se concentré a 3000 rpm usando un filtro de centrifugacién de corte
de 30000 MW a 4 °C. La concentracion de cada proteina se midié mediante analisis cuantitativo BCA.
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Ejemplo experimental 7. Actividad in vitro de las proteinas de doble funcién
Ejemplo experimental 7-1. Actividad de DFD23, DFD24, DFD25, DFD26, DFD27, DFD28 y DFD29

Se midieron las actividades in vitro de GLP-1 de las proteinas de doble funcién DFD23, DFD24, DFD25, DFD26,
DFD27, DFD28 y DFD29. Especificamente, se adquirié una linea celular CHO (Eurofins, HTS163C2), que
sobreexpresaba el receptor de GLP-1 humano y se usé para evaluar las actividades de GLP-1 de las proteinas de
doble funcién. Para la evaluacion de la actividad, las muestras que contenian las proteinas de fusién (soluciones madre
de proteina preparadas en el Ejemplo de preparacioén 2-4; a continuacién en el presente documento, “muestra”) se
sometieron a una dilucién en serie de 4 veces a una concentraciéon de 25 nM. Después de tratar la linea celular CHO
que sobreexpresaba el receptor de GLP-1 humano durante 30 minutos, se midié6 el AMPc intracelular producido
(Cisbio, 62AM4PEB). La actividad de cada proteina se evalué comparando los valores de CEso.

Como se muestra en la FIG. 13, la proteina de doble funcién que contiene la secuencia de GLP-1 (A2G) mostré una
actividad aproximadamente 2~3 veces menor que la de las proteinas de doble funcién que contienen otras secuencias
mutantes de GLP-1. No se observé ninguna diferencia significativa en las actividades de GLP-1 entre las proteinas de
doble funcién que contienen las secuencias de mutacion, excepto la secuencia de GLP-1 (A2G).

Ejemplo experimental 7-2. Actividades de DFD59, DFD69, DFD112 y DFD114

Se midieron las actividades in vitro de GLP-1 de las proteinas de doble funcion DFD69, DFD112 y DFD114 preparadas
en el Ejemplo de preparacién 2 y DFD59 (un mutante de GLP-1 fusionado a Fc). Especificamente, se adquirié una
linea celular CHO (Eurofins, HTS163C2) que sobreexpresaba el receptor de GLP-1 humano y se us6 para evaluar las
actividades de GLP-1 de las proteinas de doble funcion. Para la evaluacion de la actividad, la muestra que contenia
cada una de las proteinas de fusidon se sometié a una dilucién en serie de 4 veces a una concentracién de 25 nM.
Después de tratar la linea celular CHO que sobreexpresaba el receptor de GLP-1 humano durante 30 minutos, se
midi6 el AMPc¢ intracelular producido (Cisbio, 62AM4PEB).

Como se muestra en la FIG. 14, la actividad de cada proteina se evalué comparando el valor de CEso. Las tres
proteinas de doble funcién mostraron valores de CEso similares, y DFD59 (que no contiene ninglin mutante de FGF21)
mostr6 una actividad aproximadamente 2 veces mayor que la de las proteinas de doble funcién.

A continuacién, se midieron las actividades in vitro de la porcidon de FGF21 en DFD69, DFD112 y DFD114.
Especificamente, se evaluaron las actividades in vitro de la porcién de FGF21 en las proteinas de doble funcién usando
una linea celular HEK293 que sobreexpresaba B-klotho humano (un correceptor de FGF21). Para la evaluacion de la
actividad, las muestras que contenian cada una de las proteinas de doble funcién se sometieron a una dilucién en
serie de 3 veces a una concentracion de 3 uM. Después de haberse cultivado en un estado deficiente en suero durante
5 horas, la linea celular HEK293 que sobreexpresaba B-klotho humano se traté durante 20 minutos, antes de que las
células se lisaran afiadiendo tamp6n de cit6lisis (Cisbio/n.? de cat. 64ERKPEG) con agitacién a 60 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente. La solucién de lisado celular se mezcld con anticuerpos que pueden detectar ERK y
ERK fosforilada, y la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 horas. La fluorescencia se detecté usando
un detector fluorométrico (TECAN/GENiosPro). Las actividades se midieron comparando sus valores de CEso.

Se confirm6 que las actividades in vitro de la porcion de FGF21 de las proteinas de doble funcion DFD69, DFD112 y
DFD114 fueron similares, como se muestra en la FIG. 14.

Ejemplo experimental 8. Evaluacién farmacocinética de proteinas de doble funcién
Ejemplo experimental 8-1. Método experimental para la evaluacién farmacocinética

Ratones ICR macho de seis semanas adquiridos de Orient BIO (Corea) se dividieron en grupos (17 = 3/momento de la
toma de muestras de sangre) para que tuvieran un valor medio similar de peso corporal un dia antes del tratamiento
farmacolégico, y se les administré por via subcutanea una vez una muestra respectiva en un volumen de 1 mg/kg. Las
muestras de sangre se recogieron a las 1, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 144, 192 y 240 horas después de la inyeccion,
respectivamente. La concentraciéon de cada proteina de doble funcién en la sangre se midi6 basandose en la porcién
de FGF21 y la porcién de GLP-1-Fc por separado. La concentracion de la porcion de FGF21 de longitud completa
intacta de |a proteina de doble funcién en la sangre se midié usando un kit de ELISA de FGF21 humana intacta (F1231-
K01, Eagle Biosciences, EE. UU.), que tiene inmunorreactividad con el extremo N-terminal y el extremo C-terminal de
la proteina FGF21. Ademas, se midio la concentracion de la porcidon de GLP-1-Fc activa de la proteina de doble funcién
en la sangre usando un anticuerpo, que tiene inmunorreactividad con el extremo N-terminal de GLP-1 y Fc, como se
determiné mediante analisis de ELISA. Se midieron las concentraciones de las porciones de FGF21 y GLP-1-Fc de
cada proteina en las muestras de sangre recogidas hasta 240 horas después de una Unica inyeccidén subcutanea de
cada proteina en los ratones, y se calcularon los parametros farmacocinéticos de cada proteina.

Ejemplo experimental 8-2. Resultados de la actividad farmacocinética

Basandose en la concentracién de cada sustancia activa en la sangre a lo largo del tiempo después de una Unica
administracién subcutédnea de cada proteina en ratones (FIG. 15), se calcularon los parametros farmacocinéticos para
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las porciones de FGF21 y GLP-1-Fc de las proteinas de doble funcion. Los datos se muestran en la tabla 10 a
continuacion.

[Tabla 10]
Deteccién de FGF21 Deteccion de GLP-1-Fc
Parametro DFD69 DFD112 DFD114 DFD59 DFD69 DFD112 DFD114
Tmax, (NOra) 8 8 24 4 4 8 4
Cmax. (ng/ml) 2715 3619 3711 5202,1 3234 4454 3616
AUC:timo (ng-h/ml) 100907 144395 222504 182852 149083 189338 171687
Semivida (hora) 13,4 14,2 39,9 20,7 23,3 24,7 27,2

Se compararon y evaluaron los perfiles farmacocinéticos de cada proteina de doble funcién basandose en el valor del
area bajo la curva (AUC), que indica el grado de exposicion al farmaco.

Como se muestra en la tabla 10, para los parametros farmacocinéticos de la porcién de FGF21, DFD114 mostré el
mayor grado de exposicién al farmaco (AUC) y semivida, y DFD112 mostr6 el siguiente valor de AUC mas alto, seguido
de DFD69. DFD114 presentdé un aumento aproximado de 2 veces 0 mas en el valor de AUC en comparacion con
DFD69. Para la farmacocinética de la porcion de GLP-1-Fc, las cuatro proteinas (DFD59, DFD69, DFD112 y DFD114)
que contienen la misma secuencia mutante de GLP-1 mostraron valores de AUC similares.

Ejemplo experimental 9. Evaluacién de la actividad en ratones db/db
Ejemplo experimental 9-1. Método para evaluar actividades en ratones db/db

Los ratones db/db, caracterizados por tener hiperglucemia, resistencia a la insulina, hiperfagia, higado graso y
obesidad debido a una deficiencia genética del receptor de leptina y que presentan hiperglucemia y obesidad mas
graves que los ratones ob/ob, se usan ampliamente para el estudio de la diabetes tipo 2. Se adquirieron ratones macho
db/db (Harlan, EE. UU.) de Raonbio (Corea). Estos ratones tenian de 5 a 6 semanas de edad en el momento de la
llegada y de 8 a 9 semanas en el momento del tratamiento farmacolégico, después de 3 semanas de adaptacién. Los
ratones se dividieron en grupos (n = 6/grupo) para que tuvieran un valor medio similar de peso corporal y niveles de
glucosa en sangre caudal un dia antes del tratamiento farmacolégico (dia 0}, y las muestras se administraron por via
subcutanea una vez segln cada una de sus respectivas dosis. Se administrd solucién salina tamponada con fosfato
de Dulbecco (DPBS, Gibco, EE. UU.) como tratamiento de vehiculo y se midié la concentracion de glucosa en la
sangre usando un medidor de glucosa, GlucoDr (All Medicus, Corea). Los niveles de glucosa sin ayunas y los pesos
corporales se midieron todos los dias hasta el 14° dia después de la administracion. También se midieron los niveles
de hemoglobina glucosilada en cada grupo antes de la administracién y después de la prueba. Los niveles de
hemoglobina glucosilada se calcularon usando un kit de HbAlc DCA 2000 (Siemens, 5035C).

Ejemplo experimental 9-2. Evaluacion de la actividad en ratones db/db

Los cambios en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas y los pesos corporales en ratones db/db macho se
observaron después de una Unica inyeccion subcutanea de 10 o 30 nmol/kg de proteina de doble funcion DFD114,
una Unica inyeccion subcutanea de 30 nmol/kg de proteina de funcién Unica GLP-1-Fc¢ de accién prolongada DFD59
y la administracion combinada de 30 nmol/kg de DFD59 y DFD74 (que son proteinas de funcién unica GLP-1-Fcy Fc-
FGF21, respectivamente) para comparar el efecto de la proteina de doble funcion DFD114 con la administracion
combinada de proteinas de funcién Gnica Fc-FGF21 y GLP-1-Fc.

La proteina GLP-1-Fc de accién prolongada DFD59 provocé una reduccion brusca de los niveles de glucosa en sangre
el 1¢" dia después de la administracién, pero la reduccién de la glucosa en sangre disminuy6 después del 2° dia y el
nivel de glucosa en sangre fue similar al del grupo tratado con vehiculo después del 4° dia. Mientras tanto, el grupo
tratado con DFD114 mostré excelentes efectos sobre la reduccién de la glucosa en sangre el 3¢ dia después de la
administracién, y los efectos sobre la reduccién del nivel de glucosa en sangre desaparecieron mas rapidamente
después del 4° dia a partir de la administracién de la dosis de 10 nmol/kg que para la de 30 nmol/kg, lo que indica
diferencias dependientes de la dosis en la duracion del efecto reductor de la glucosa en sangre. Los grupos tratados
con la administracién combinada de cada proteina mostraron los efectos mas sostenidos para reducir los niveles de
glucosa en sangre en comparacion con los de los otros grupos, lo que indica que la combinaciéon de GLP-1 y FGF21
tuvo un efecto excelente sobre el control del nivel de glucosa en sangre (FIG. 16).

En cuanto al efecto sobre la reduccién del peso corporal, los grupos tratados con una combinaciéon de DFD59 y DFD74
mostraron los mayores efectos sobre la reduccion del peso corporal, y el grupo tratado con 30 nmol/kg de DFD114
también mostré un efecto excepcional sobre la reduccién del peso corporal (FIG. 17).

Después de la terminacién de las pruebas, se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada indicativos del valor
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medio de glucosa en sangre y se analizaron los cambios en la glucosa en sangre media en cada grupo de prueba.
Como se muestra en la FIG. 18, el grupo tratado con vehiculo mostré niveles de hemoglobina glucosilada aumentados
después de la terminacion de las pruebas en comparacién con el grupo antes de la administracion, y el grupo tratado
con DFD59 mostré un aumento similar. El grupo tratado con 30 nmol/kg de DFD114 mostr6 la mayor disminucion en
los niveles de hemoglobina glucosilada, y el grupo que recibi6 la administracidén combinada mostré la siguiente mayor
eficacia, seguido por el grupo tratado con 10 nmol/kg de DFD114. Al evaluar las proteinas comparandolas basandose
en la disminucién en los niveles de hemoglobina glucosilada en cada grupo tratado, se confirmé que la proteina de
doble funcién DFD114 mostré un efecto mas fuerte sobre la reduccion del nivel de glucosa en sangre que la proteina
de funcién unica GLP-1-Fc o Fc-FGF21 sola.

Ejemplo experimental 10. Actividad de las proteinas de fusion en ratones HFD/STZ
Ejemplo experimental 10-1. Método experimental para evaluar actividades en ratones HFD/STZ

Se compararon y evaluaron los efectos de las proteinas de doble funcién sobre la reduccién de la glucosa en sangre
y el peso corporal en otro modelo diabético, el modelo de raton HFD/STZ.

El modelo de raton con obesidad inducida por la dieta convencional (inducida mediante la alimentacion de ratones
C57BL/6 con una dieta rica en grasas del 60 % de kcal durante ocho semanas o mas) tiene caracteristicas diabéticas
e hiperglucémicas débiles, aunque provoca resistencia a la insulina. Los ratones HFD/STZ, que pueden compensar
las deficiencias del modelo de raton de obesidad inducida por la dieta convencional, son capaces de generar células
B disfuncionales del pancreas y una disminucion de la secrecion de insulina después de una dieta rica en grasas (HFD)
y la administraciéon de un nivel bajo de estreptozotocina (STZ), y se usan para estudios farmacolégicos de diabetes
tipo 2. Para inducir el modelo de ratén HFD/STZ, se alimento a ratones C57BL/6 con una dieta rica en grasas del 60 %
de kcal durante cuatro semanas, y luego se les administré 50 mg/kg de STZ (Sigma, 85882) por via intraperitoneal
todos los dias durante 3 dias para inducir la disfuncion de las células B del pancreas. Después de alimentarse con la
dieta alta en grasas durante 2 semanas adicionales, se seleccionaron para la prueba los ratones con niveles de glucosa
en sangre sin ayunas de 200 mg/dl o mas. Los ratones se dividieron en grupos (n=6/grupo) para que tuvieran un valor
medio similar de peso corporal y niveles de glucosa en sangre caudal un dia antes del tratamiento farmacolégico (dia
0), y las muestras se administraron por via subcutdnea una vez segln cada una de sus respectivas dosis. Se
administré solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS, Gibco, EE. UU.) como tratamiento de vehiculo,
y la concentracién de glucosa en la sangre se midié usando un medidor de glucosa, GlucoDr (All Medicus, Corea).
Los niveles de glucosa sin ayunas y los pesos corporales se midieron todos los dias hasta el dia 14° dia después de
la administracién. También se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada en cada grupo antes de la
administracion y después de la prueba. Los niveles de hemoglobina glucosilada se calcularon usando un kit de HbAlc
DCA 2000 (Siemens, 5035C).

Ejemplo experimental 10-2. Actividad en ratones HFD/STZ

Los cambios en los niveles de glucosa en sangre sin ayunas y los pesos corporales a lo largo del tiempo en ratones
macho HFD/STZ se observaron después de una Unica inyeccién subcutanea de 3 nmol/kg o 10 nmol/kg de la proteina
de doble funcion DFD114, 10 nmol/kg del mutante de GLP-1 fusionado a Fc DFD59, o 10 nmol/kg de cada uno de los
mutantes de FGF21 fusionados a Fc DFD72 y DFD74. DFD59 y DFD74 también se inyectaron por via subcutanea una
vez a 10 nmol/kg cada uno para comparar el efecto de la administracién combinada de las proteinas de funcién Unica
con el de la proteina de doble funcién.

Como se muestra en la FIG. 19, con respecto a los cambios en los niveles de glucosa en sangre hasta el 4° dia, la
administracion de DFD72 y DFD74 (proteinas de funcién Unica FGF21 de accién prolongada) dio como resultado
reducciones mas lentas de la glucosa en sangre, mientras que DFD114 (proteina de accién prolongada que incluye
GLP-1), DFD59 y la administracion combinada de DFD59 y DFD74 mostraron una reduccién mas rapida de la glucosa
en sangre desde el 1¢" dia de administracion. Similares a los resultados en ratones db/db, DFD59 mostr6 una reduccion
brusca de la glucosa en sangre en una fase temprana, pero la reduccién de la glucosa en sangre desaparecié
lentamente después del 4° dia. DFD114 mostrd un patrén similar en la dosis baja de 3 nmol/kg. En los grupos tratados
con 10 nmol/kg de DFD114, DFD72, DFD74 y administracién combinada, se observaron perfiles de glucosa en sangre
sin ayunas similares.

En cuanto al efecto sobre la reduccién del peso corporal, el grupo tratado con la administracién combinada de DFD59
y DFD74 mostré el mayor efecto sobre la reduccion del peso corporal (del 7 al 8 %), y el grupo tratado con 10 nmol/kg
de DFD114 también mostré un efecto excepcional sobre la reduccion del peso corporal (aproximadamente el 6 %)
(FIG. 20). El grupo tratado con DFD59 presentd una reduccién del peso corporal del 5 % el 1¢ dia después de la
administracién, pero el efecto desaparecié después del 2° dia y se volvié similar al del grupo de vehiculo después del
7° dia. El grupo tratado con cada una de las proteinas de funcion Gnica FGF21 de accion prolongada DFD72 y DFD74
mostré una reduccién mas lenta del peso corporal en del 4 al 5 % hasta el 7° dia después de la administracioén, y el
efecto desaparecié después del 10° dia.

Después de la terminacién de las pruebas, se midieron los niveles de hemoglobina glucosilada indicativos del valor
medio de glucosa en sangre y se analizaron los cambios en la glucosa en sangre media en cada grupo de prueba
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(FIG. 21). El grupo del vehiculo tuvo un aumento en los niveles de hemoglobina glucosilada después de la terminacion
de la prueba en comparacién con antes de la administracién, y el grupo tratado con DFD59 mostré un aumento similar.
Por el contrario, el grupo tratado con DFD114 mostré reducciones en los niveles de hemoglobina glucosilada de una
manera dependiente de la dosis, y el grupo tratado con 10 nmol/kg de DFD114 tuvo el mayor efecto en cuanto a
niveles reducidos de hemoglobina glucosilada (-0,42 %). El grupo tratado con la administracién combinada de DFD59
y DFD74 mostré niveles reducidos de hemoglobina glucosilada (-0,38 %) similares a los de DFD114. Para las proteinas
de funcién Gnica FGF21 de accién prolongada, se observd que DFD72 fue superior a DFD74. Al comparar las proteinas
basandose en los niveles reducidos de hemoglobina glucosilada en cada grupo, se confirmé que la proteina de doble
funcion DFD114 fue superior a las proteinas de funcién tnica GLP-1-Fc y Fc-FGF21.

Ejemplo experimental 11. Prediccion y evaluacion de la inmunogenicidad
Ejemplo experimental 11-1. Método de prediccién de la inmunogenicidad y resultados

Para predecir la inmunogenicidad potencial de las proteinas de doble funcién, se realizé un analisis in silico de la
inmunogenicidad para cada proteina.

Especificamente, se examiné rapidamente la inmunogenicidad potencial de las proteinas de doble funcién usando los
métodos iTope™ y TCED™ (Prediction of immunogenicity of therapeutic proteins: validity of computational tools,
BioDrugs, 2010). Segin los dos métodos, el epitopo de células T puede predecirse con mayor precisién en
comparacién con el método analitico in silico que depende Unicamente del analisis de unién de MHC de clase |l.

Ejemplo experimental 11-2. Método de evaluacion ex vivo de la inmunogenicidad y resultados

Para evaluar la inmunogenicidad potencial de las proteinas de doble funcién, se realiz6 un analisis EpiScreen™
(Increased brain bio-distribution and chemical stability and decreased immunogenicity of an engineered variant of
GDNF, Exp Neurol, 2015). Cuando se detecta inmunogenicidad, las secuencias de aminoacidos que inducen
inmunogenicidad pueden identificarse a través del mapeo de epitopos de células T, y pueden disefiarse y prepararse
mutantes desinmunizados con inmunogenicidad minimizada por medio de prediccion in silico para reevaluar la
inmunogenicidad.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de doble funcién que comprende una proteina mutante del factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF21); una proteina biolégicamente activa; y una regiéon Fc de una inmunoglobulina,

en donde la proteina mutante de FGF21 tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 6,
11a15y 20 a 23;

en donde la proteina biolégicamente activa es una seleccionada del grupo que consiste en péptido similar al
glucagén-1 (GLP-1), un mutante de GLP-1 y exendina-4, en donde el mutante de GLP-1 tiene la secuencia de
aminoécidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 43 a 46; y

en donde la proteina de doble funcién comprende ademds un enlazador, en donde el enlazador conecta la
proteina mutante de FGF21 a la regién Fc de la inmunoglobulina.

2. La proteina de doble funcién segun la reivindicacién 1, en donde un residuo de aminoacido N de la proteina mutante
de FGF21 introducido por una mutacién esta glicosilado.

3. La proteina de doble funcién segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la proteina biolégicamente
activa es GLP-1 o un mutante de GLP-1, en donde el mutante de GLP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de SEQ ID NO: 43 a 46.

4. La proteina de doble funcién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el enlazador esta
conectado al extremo C-terminal de la regién Fc de la inmunoglobulina y al extremo N-terminal de la proteina mutante
de FGF21.

5. La proteina de doble funcién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la regiéon Fc de la
inmunoglobulina es una cualquiera de las regiones Fc de IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 e IgD, o un Fc hibrido que contiene
una combinacién de las mismas, preferiblemente en donde el Fc hibrido comprende una regién de IgG4 y una regién
de IgD.

6. La proteina de doble funcién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la proteina de doble
funcién comprende la proteina biolégicamente activa, la regiéon Fc de la inmunoglobulina y la proteina mutante de
FGF21, conectadas en este orden desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal.

7. La proteina de doble funcién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el enlazador es un
péptido que consiste en de 10 a 30 residuos de aminoacidos.

8. La proteina de doble funcién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el enlazador tiene la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 2 a 5.

9. La proteina de doble funcién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la proteina de doble
funcién tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66 o SEQ ID NO: 67.

10. La proteina de doble funcién segun la reivindicacién 9, en donde la proteina de doble funcién tiene la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 66.

11. La proteina de doble funcién seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en el tratamiento de
diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome metabdlico, enfermedad de higado graso no alcohélico, esteatohepatitis
no alcohdlica o enfermedades cardiovasculares.

12. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de doble funcién segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 para su uso en el tratamiento de diabetes, obesidad, dislipidemia, sindrome metabdlico,
enfermedad de higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedades cardiovasculares.

13. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina de doble funcién seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

14. Un vector de expresién que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 13.

15. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresién de la reivindicacion 14.
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Induccion en veces
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Induccion en veces
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|Fig. 5]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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[Fig. 12]
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[Fig. 13]
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[Fig. 14]
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[Fig. 15]
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[Fig. 16]
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[Fig. 17]
52+
1‘5 50
o 484
o
o
2 486+
S
© 44
2
@& 42-
o.
40inyeccion
38 Sic' o t g f ; ey ¥
0 2 4 8 8 10 12 14
15 Dia despues de S.C.
=
£ 1p- p:
e _ ;
S s ‘ 5@.?
o ! . == o '
O 5 4 xo—a—t 3
inyeccion
40 S.IC. . : 1 : ] | ,
D 2 4 8 8 10 12 14
Dia despues de S.C.
~*- Vehiculo (PBS) -+ DFD59 30 nmolikg

-+ DFDO+DFDT4  30+30 nmolfkg

-2 DFD114 30 nmolkg

44



ES3013110T3

[Fig. 18]
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[Fig. 19]
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[Fig. 20|
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[Fig. 21]
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