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DESCRIPCION
Ligandos que potencian la bioactividad de las gonadotrofinas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a anticuerpos dirigidos contra la hormona foliculoestimulante (FSH) capaces de
potenciar la bioactividad de las gonadotrofinas.

La presente invencion encuentra sus aplicaciones principalmente en medicina humana y veterinaria, para inducir la
ovulaciéon en un mamifero hembra.

En la descripcion a continuacion, las referencias entre corchetes ([ ]) se refieren al listado de referencias presentado
al final del texto.

Estado de la técnica

Las gonadotrofinas (o gonadotropinas) son hormonas glicoproteicas complejas que desempefian un papel
fundamental en la regulacion de la reproduccién en vertebrados al actuar en las funciones de las génadas (ovarios y
testiculos). Dos de estas hormonas se secretan en todos los vertebrados: la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculoestimulante (FSH). En dos grupos de mamiferos, equinos y primates, existe ademas una gonadotropina
corionica (CG) secretada por la placenta: coriogonadotropina humana (hCG) y coriogonadotropina equina (eCG) que
actuan mediante los receptores LH.

La hormona luteinizante (LH) es producida por células gonadotrépicas del I6bulo anterior de la glandula pituitaria bajo
estimulacion de GnRH, producida por el hipotalamo. La LH estimula la produccion de testosterona en individuos
macho, mientras interviene en las modificaciones del ciclo ovarico en las mujeres, donde es responsable del
crecimiento folicular terminal y la ovulacién después de la transformacion del foliculo ovulatorio roto en el cuerpo luteo.
Durante la fase lutea del ciclo menstrual, la LH estimula la secrecién de progesterona por el cuerpo luteo, indispensable
para desarrollo precoz e implantacion del embrién. La LH consiste en una subunidad a comun a todas las hormonas
glicoproteicas de la misma especie (como FSH, CG y hormona estimulante tiroidea, TSH) y una subunidad
responsable de la especificidad de la actividad hormonal; actividad que existe solo si las dos subunidades estan
asociadas de manera no covalente en forma de dimero.

La hormona foliculoestimulante (o FSH) es producida por la glandula pituitaria anterior bajo estimulacion de GnRH
producida por el hipotalamo. En individuos macho, estimula las células de Sertoli indispensables para la
espermatogénesis. En individuos hembra, es responsable del reclutamiento de los foliculos primordiales, inmaduros,
su crecimiento y diferenciacion en foliculos preovulatorios estimulando los receptores de FSH de las células de la
granulosa. La FSH est4 formada por dos subunidades a y B, y tiene una estructura similar a la de LH. Solo el dimero
es capaz de estimular los receptores de FSH.

En individuos hembra, los niveles de LH y FSH son ciclicos: muy bajos durante el periodo de descanso sexual o fuera
del periodo ovulatorio, con un pico de secrecion en el periodo preovulatorio.

Las gonadotropinas se usan en medicina veterinaria y humana, para inducir la ovulacién en mamiferos hembra.
Aunque son eficaces, estos tratamientos presentan un riesgo para la salud debido al uso de hormonas extraidas de
fluidos bioldgicos (sangre, orina) o tejido (pituitaria), particularmente en el campo veterinario. Este es el caso de la
gonadotropina coriénica equina (eCG) extraida de la sangre de yeguas prefiadas, y la LH y FSH porcina extraida de
las glandulas pituitarias de cerdo. En el campo veterinario, también se usa una hCG extraida de la orina de mujeres
embarazadas, Chorulon® (Laboratorio MSD).

En el campo de la clinica humana, y particularmente de la Procreaciéon Médicamente Asistida (0 PMA), se usan
hormonas extraidas de la orina de mujeres menopausicas como Fostimon® (Laboratorio Genévrier) que es una FSH
purificada y Menopur® (Laboratorio Ferring Pharmaceuticals) que es una hMG (gonadotropina menopausica humana),
mezcla de FSH y LH y la Gonadotropina Coriénica Endo5000 que es una hCG purificada (Laboratorio Schering-
Plough). También se usan FSH humanas recombinantes, como Gonal-F® (Laboratorio Merck Serono) y Puregon®
(Laboratorio Merck Shering-Plough); hCG y LH recombinantes como Ovidrel® y Luveris® (Laboratorio Merck Serono).

Ademas, el uso repetido de estas hormonas induce con mayor frecuencia una reaccion inmunitaria que neutraliza el
efecto de las hormonas, conduciendo a una disminucion de la eficacia terapéutica. Sin embargo, en algunos casos
también se ha destacado que la reaccion inmunitaria podia producir anticuerpos capaces de potenciar la actividad de
la hormona cuando se coadministraba (Patente EP 1518863) [1]. Después, también se han destacado tres anticuerpos
monoclonales anti-LH capaces de potenciar su accion, asi como la de FSH, para dos de ellos (Solicitud Internacional
WO 2012/066519) [2].

Descripcion de la invencion
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Los inventores han obtenido ahora anticuerpos monoclonales producidos contra la subunidad § de FSH, capaces de
potenciar tanto su accién como la de LH y hCG.

Estos anticuerpos monoclonales se denominan CA5 y CH10 respectivamente.

El hibridoma que produjo el anticuerpo CA5 se depositd segun el Tratado de Budapest, el 03/10/2013 en la CNCM
(Coleccion Nacional de Cultivo de Microorganismos, Instituto Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15, Francia), con el numero CNCM 1-4801.

El hibridoma que produjo el anticuerpo CH10 se deposité segun el Tratado de Budapest, el 03/10/2013 en la CNCM
(Coleccion Nacional de Cultivo de Microorganismos, Instituto Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15, Francia), con el nimero CNCM 1-4802.

Las secuencias nucleotidicas de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos CA5 y
CH10 se determinaron, las secuencias peptidicas correspondientes se dedujeron. Se presentan respectivamente en
las tablas 1y 2 a continuacion.

Tabla 1
Anticuerpo monoclonal CA5

Cadena pesada (VH)

GAGGTGAAGCTGGTGGAATCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCT
GGGGGTTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAACTTCTGGGTTCACCTT
CAGTGATTTCTACATGGAGTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGGAAG
AGACTGGAGTGGATTGCTGCAAGTAGAAACAAAGCTAAGGATT
Seoene e o OF | ATACAACAGAGTACAGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCATCGT

CTCCAGAGACACTTCCCAAAGCATCCTCTACCTTCAGATGAATG
CCCTGAGAGCTGAGGACACTGCCATTTATTTCTGTGCAAGAGAT
GCAAGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCT
CTGCA

EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGKR
Secuencia pNegug;ca (SEQID | ) £\\IAASRNKAKDYTTEY SASVKGRFIVSRDTSQSILYLQMNALRA
EDTAIYFCARDARFAYWGQGTLVTVSA

Cadena ligera (VL)

GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTAGCTGTGTCAGT
TGGAGAGAAGATTACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTT
TATATAGTAGCAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAG
Secuencia nucleotidica (SEQ AAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGATTTACTGGGCATCCAC
ID NO: 3) TAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGAAGGCTGAAG
ACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAGCTATCCTCGG
ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

. o DIVMSQSPSSLAVSVGEKITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQK
Secuencia pNeOp.tlg;Ca (SEQID PGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAV
YYCQQYYSYPRTFGGGTKLEIK
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Tabla 2
Anticuerpo monoclonal CH10

Cadena pesada (VH)
GAGGTGCAGCTTGTTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTA
AAGGGTCATTGAAACTGTCATGTGCAGCCTCTGGATTGAGCTTG
AATAGCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGG

GTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATAATTAT
S s 5 | GCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTC
CAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAACAACT
TGAAAACTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGTGAGACAGGAT
TACTACGGTAGTAGCTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCA
CTCTCACAGTGTCGTCA
EVQLVESGGGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKG
LEWVARIRSKSNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSMLYLQMNNLK
TEDTAMYYCVRQDYYGSSYFDYWGQGTTLTVSS

Secuencia peptidica SEQ ID
NO: 6)

Cadena ligera (VL)

GACATTGTGATGACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCC
AGGAGATAGAGTCTCTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATT

AGCGACTACTTACACTGGTATCAACAAAAATCACATGAGTCTCC
Secuencia nucleotidica (SEQ AAGGCTTCTCATCAAATATGCTTCCCAATCCATCTCTGGGATCC

ID NO: 7) CCTCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGTCAGATTTCACTCT
CAGTATCAACAGTGTGGAACCTGAAGATGTTGGAGTGTATTACT
GTCAAAATGGTCACAGCTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGAC

CAAGCTGGAAATAAAA
DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQKSHESPR
S )~ - | LLIKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCONG

HSFPYTFGGGTKLEIK

Las secuencias que codifican las CDR (regiones determinantes de la complementariedad) se determinaron a partir de
las secuencias de las regiones variables de las cadenas pesadas (VH-CDR) y ligeras (VL-CDR) de los anticuerpos
CA5 y CH10 anteriores. Las secuencias peptidicas correspondientes se dedujeron, y se presentan respectivamente
en las Tablas 3 y 4 a continuacion.

Tabla 3

Anticuerpo monoclonal CA5
VH-CDR1 (SEQ ID NO: 9) GFTFSDFY
VH-CDR2 (SEQ ID NO: 10) SRNKAKDYTT
VH-CDR3 (SEQ ID NO: 11) ARDARFAY
VL-CDR1 (SEQ ID NO: 12) QSLLYSSNQKNY
VL-CDR2 WAS
VL-CDRS (SEQ ID NO: 13) QQYYSYPRT
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Tabla 4
Anticuerpo monoclonal CH10

VH-CDR1 (SEQ ID NO: 14) GFTENTYA
VH-CDR2 (SEQ ID NO: 15) IRSKSNNYAT
VH-CDR3 (SEQ ID NO: 16) VRQDYYGSSYFDY
VL-CDR1 (SEQ ID NO: 17) QSISDY

VL-CDR2 YAS

VL-CDRS (SEQ ID NO: 18) QNGHSFPYT

Un ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que comprende el paratopo de un anticuerpo anti-subunidad 8 de
FSH, se describe.

En el sentido de la presente invencion, por "anticuerpo de subunidad B anti-FSH" se entiende, cualquier anticuerpo
obtenido por inmunizacién de un animal a partir de las primeras inyecciones de FSH seguido de varios refuerzos con
inyeccion de la subunidad B de FSH. Las inyecciones pueden realizarse a partir de FSH de diferentes mamiferos, por
ejemplo de FSH ovina, humana, bovina, caprina o porcina, equina, canina, murina, etc... y subunidades 3 de FSH de
origen homologo o heterdlogo. Por tanto los anticuerpos monoclonales CA5 y CH10 se obtuvieron después de una
inmunizacion de FSH ovina y de la subunidad 8 de FSH ovina.

El objeto de la presente invencidn es, por tanto, un ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la
bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que el ligando es
un anticuerpo o un fragmento del mismo y por que:

el dominio variable de la cadena pesada contiene las siguientes CDR:

- VH-CDR1, definida por la secuencia GFTFSDFY (SEQ ID NO: 9);
- VH-CDR?2, definida por la secuencia SRNKAKDYTT (SEQ ID NO: 10);
- VH-CDR3, definida por la secuencia ARDARFAY (SEQ ID NO: 11); y

el dominio variable de la cadena ligera contiene las siguientes CDR:

- VL-CDR1, definida por la secuencia QSLLYSSNQKNY (SEQ ID NO: 12);
- VL-CDR2, definida por la secuencia WAS;
- VL-CDR3, definida por la secuencia QQYYSYPRT (SEQ ID NO: 13).

El objeto de la presente invencion es, por tanto, un ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la
bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que el ligando es
un anticuerpo o un fragmento del mismo y por que:

el dominio variable de la cadena pesada contiene las siguientes CDR:

- VH-CDR1, definida por la secuencia GFTFNTYA (SEQ ID NO: 14);
- VH-CDR?2, definida por la secuencia IRSKSNNYAT (SEQ ID NO: 15);
- VH-CDR3, definida por la secuencia VRQDYYGSSYFDY (SEQ ID NO: 16); y

el dominio variable de la cadena ligera contiene las siguientes CDR:

- VL-CDR1, definida por la secuencia QSISDY (SEQ ID NO: 17);
- VL-CDR2, definida por la secuencia YAS;
- VL-CDRS, definida por la secuencia QNGHSFPYT (SEQ ID NO: 18).

En el sentido de la presente invencién por "CDR" se entiende, las tres regiones hipervariables de las regiones variables
de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo que constituyen los elementos del paratopo y permiten determinar la
complementariedad del anticuerpo con el epitopo del antigeno. Estas tres regiones hipervariables estan enmarcadas
por cuatro regiones constantes que constituyen el "marco" (FR o regiones marco) y dan una configuracion estable al
dominio variable.

En particular, la presente invencion por tanto se refiere a un ligando segun la reivindicacion 2 o 4.

Un ligando segun la presente invencioén es, por ejemplo:
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- el anticuerpo monoclonal CA5 producido por el hibridoma CNCM 1-4801;
- el anticuerpo monoclonal CH10 producido por el hibridoma CNCM 1-4802;
- un fragmento VH o VL de un anticuerpo anterior usado solo o como una mezcla;

- un fragmento Fab, Fab', F(ab')2, Fv, dsFv o scFv, de un anticuerpo anterior. Preferentemente, se trata de un
fragmento Fab o un fragmento scFv, por ejemplo un fragmento scFv de la secuencia peptidica SEQ ID NO: 20 o

SEQ ID NO: 22;

- una forma bi-, tri- o tetravalente (diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos) de dos, tres o cuatro fragmentos de scFv,

respectivamente.

- Un anticuerpo recombinante que comprende el paratopo de un anticuerpo anterior y cuyas regiones constantes se
han modificado para minimizar la inmunogenicidad frente al animal o al hombre al que esta destinado, se describe.
Por ejemplo, se trata de un anticuerpo quimérico (humanizado, ovinizado, caprinizado, bovinizado, porcinizado,

etc...) o totalmente humanizado, ovinizado, caprinizado, bovinizado, porcinizado

A modo de ejemplo no limitante, se determinaron las secuencias nucleotidicas de scFv derivadas de los anticuerpos
CA5 y CH10, las secuencias peptidicas correspondientes deducidas, y se presentan respectivamente en las Tablas 5

y 6 a continuacion.

Tabla 5

scFv CA5

Secuencia nucleotidica
(SEQ ID NO: 19)

CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGCGGCGGCCTGGTACAACCT
GGTGGCTCACTGCGCCTGAGCTGCGCAACCAGCGGTTTTACCT
TTAGCGATTTCTACATGGAATGGGTTCGCCAACCGCCGGGTAA
GCGTCTGGAATGGATCGCGGCGAGCCGTAACAAGGCGAAAGA
TTATACCACTGAATATAGCGCGTCGGTGAAAGGTCGCTTCATTG
TCTCGCGCGATACCAGCCAGTCGATTCTGTATCTGCAAATGAAT
GCCCTGCGTGCCGAAGACACGGCCATCTACTTCTGTGCGCGTG
ATGCACGCTTTGCCTATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGT
TAGCGCCGGTGGTGGCGGTTCAGGTGGTGGCGGTAGCGGTGG

CGGTGGCTCAGATATTCAGATGACCCAGACCCCGTCAAGCCTG
GCGGTGTCAGTCGGCGAAGAGATTACTATGAGCTGTAAAAGCT

CGCAGAGCCTGCTGTACTCATCGAACCAGAAAAATTACCTGGC
ATGGTATCAACAGAAGCCGGGTCAGTCGCCGAAACTGCTGATC
TACTGGGCCTCAACCCGTGAGAGCGGCGTACCGGATCGCTTTA
CTGGCAGCGGCAGCGGCACGGACTTTACGCTGACGATTAGCTC
GGTGAAGGCCGAAGACCTGGCGGTTTATTATTGCCAACAGTAC
TATAGCTACCCTCGTACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTCGAGA
TTAAACATCACCATCACCATCACTAACTCGAGATCAAGTAA

Secuencia peptidica (SEQ
ID NO 20)

QVQLQQASGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGK
RLEWIAASRNKAKDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSILYLOQMNALR
AEDTAIYFCARDARFAYWGQGTLVTVSAGGGGSGGGGSGGGGS
DIQMTQTPSSLAVSVGEEITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQK
PGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAV
YYCQQYYSYPRTFGGGTKLEIKHHHHHH
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Tabla 6

scFv CH10

CAGGTGCAGCTGCAGCAATCAGGCGGCGGCCTGGTCCAACCG
AAAGGTAGCCTGAAACTGTCGTGCGCCGCCAGCGGCTTTACGT
TCAACACTTACGCGATGAATTGGGTGCGTCAGGCGCCTGGTAA
AGGCCTGGAATGGGTGGCACGCATCCGTTCAAAAAGCAACAAT
TACGCGACGTATTATGCAGACAGCGTAAAAGATCGCTTTACCAT
CAGCCGTGATGATTCACAGTCAATGCTGTACCTGCAAATGAATA
ACCTGAAAACTGAAGACACTGCGATGTATTATTGTGTTCGCCAG
GACTATTACGGTAGCTCGTATTTCGATTACTGGGGCCAAGGCA
Secuencia nucleotidica (SEQ ID CCACCCTGACGGTGAGCTCGGGTGGCGGTGGCTCAGGTGGTG
NO:21) GTGGTAGCGGCGGTGGCGGTAGCGATATCCAGATGACCCAGA
CCCCGGCAACCCTGAGCGTTACCCCTGGTGACCGCGTTTCGCT
GAGCTGCCGTGCCTCGCAGAGCATTTCGGACTATCTGCACTGG
TATCAGCAAAAATCACACGAATCACCGCGTCTGCTGATTAAGTA
CGCCAGCCAATCGATTAGCGGTATTCCGAGCCGCTTTTCGGGC
TCGGGTTCGGGCTCGGATTTTACCCTGTCAATTAATAGCGTAGA
GCCGGAAGATGTAGGCGTCTACTATTGTCAGAACGGCCATTCA
TTCCCGTACACGTTTGGCGGCGGCACCAAGCTCGAGATTAAGC
ATCACCATCATCACCATTAACTCGAGATCAAGTAA

QVQLQQSGGGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWYVRQAPGK
GLEWVARIRSKSNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSMLYLQMNNL
Secuencia peptidica (SEQ ID KTEDTAMYYCVRQDYYGSSYFDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGG
NO 22) SGGGGSDIQMTQTPATLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQ
KSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGY
YYCQNGHSFPYTFGGGTKLEIKHHHHHH

Una secuencia nucleotidica que codifica un ligando segun la invencion, se describe.

Un vector recombinante, en particular un vector de expresion, que comprende una secuencia nucleotidica como
anteriormente, se describe.

Una célula hospedadora que comprende una secuencia nucleotidica como se describié anteriormente o un vector
recombinante como se describié anteriormente, se describe. Por ejemplo, se trata de los hibridomas CNCM [-4801 y
CNCM 1-4802 o una célula transformada con una secuencia nucleotidica o un vector recombinante segun la invencién.

Un método para producir un ligando segun la invencion, caracterizado por que comprende el cultivo en un medio
adecuado de células hospedadoras como se describié anteriormente, y la recuperacion de dicho ligando a partir de
dicho cultivo, se describe.

Los inventores demostraron que el anticuerpo CA5 potencia fuertemente la FSH porcina, ovina, bovina y, en menor
medida, aunque significativamente, FSH humana. Ademas, los inventores demostraron que los scFv derivados de los
anticuerpos CA5 y CH10 tienen las mismas propiedades de unién y potenciacién que los anticuerpos de los que
derivan.

El objeto de la presente invencion es también un complejo formado por un ligando y una gonadotropina, o un péptido
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activo de la misma, capaz de unirse a dicho ligando y cuya actividad es potenciada por dicho ligando. Por ejemplo, se
trata del complejo de un ligando con LH, con hormona gonadotropina coriénica (CG), o con FSH extraida de tejidos o
fluidos biolégicos o recombinantes, o de un péptido activo del mismo capaz de unirse a dicho ligando y cuya actividad
es potenciada por dicho ligando.

La presente invencion también se refiere a un ligando o complejo segun la invencion para uso como medicamento, en
particular para potenciar la bioactividad de FSH, LH y gonadotropina coridnica (CG) para inducir una ovulacion o
incluso una poliovulacion en un mamifero hembra o para reducir los problemas de infertilidad o hipofertilidad
dependiente de hormonas en un mamifero macho o hembra. Dicho medicamento también permite aumentar el nivel
de progesterona circulante endégena secretada por uno o mas cuerpos luteos en un mamifero hembra, favoreciendo
por tanto el desarrollo embrionario precoz y reduciendo el riesgo de aborto.

Un método de producciéon carnico, en donde dicho método comprende la administracion de ligando y/o complejo de la
invencion a un animal mamifero hembra no humano, se describe.

La presente invencion también se refiere a un ligando y/o complejo de la invencién para uso en el tratamiento de
infertilidad o hipofertilidad dependiente de hormonas en un mamifero. En el caso de una hembra mamifero que sufre
de infertilidad o hipofertilidad, la administracién del ligando o complejo de la invencién permitira estimular la procreacion
natural, médicamente asistida o artificial. Cabe sefialar que la administracion del ligando o complejo de la invencién a
un mamifero hembra sana también permitira activar la ovulacién en el contexto de la procreacion natural o artificial.

En el sentido de la presente invencion por "infertilidad/hipofertiidad dependiente de hormonas" se entiende,
infertilidad/hipofertilidad debida a insuficiencia hormonal, por ejemplo, de bajas concentraciones circulantes de FSH y
LH o una ausencia de estas hormonas que resultan, por ejemplo, de una causa externa (por ejemplo, pesticidas) o
interna (por ejemplo, insuficiencia pituitaria o hipotalamica o un problema de receptividad de las génadas a LH y/o FSH
debido a una anomalia de los receptores o de las gonadotropinas LH, FSH, CG, por ejemplo, una mutaciéon o un
polimorfismo de los receptores).

Los ligandos y complejos de la invencién pueden usarse en humanos o animales, especialmente ovinos, bovinos,
caprinos, equinos, porcinos, murinos, caninos, camellos, etc...

Los ligandos, las hormonas o los complejos segun la invencion pueden administrarse por separado, ya sea
secuencialmente, ya sea conjuntamente, por inyeccion, por ejemplo intramuscular, intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, transcutanea, intradérmica, intraorbital, intraocular, oftalmica, o por via transocular, sin alterar su efecto
potenciador.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un ligando o complejo de
la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicha composicion farmacéutica puede comprender ademas
una FSH y/o una LH y/o una hormona gonadotropina coridnica (CG).

Para un experto en la materia todavia podran aparecer otras ventajas al leer los ejemplos a continuacion, ilustrados
por las figuras adjuntas, dadas con fines ilustrativos.

Breve descripcion de las figuras

- La figura 1 ilustra el efecto potenciador in vitro de los anticuerpos monoclonales CA5 (A) y CH10 (B) en la
bioactividad de FSH ovina (oFSH), en células de granulosa bovinas.

- La figura 2 representa el efecto potenciador in vitro de los anticuerpos monoclonales CA5 (A) y CH10 (B) en la
bioactividad de FSH ovina (oFSH) en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor
de FSH humano.

- Lafigura 3 representa el efecto potenciador in vitro del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de FSH ovina
(oFSH) en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor de FSH humano y el vector
Glosensor®.

- La figura 4 representa el efecto potenciador del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de FSH porcina
(pFSH) en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor de FSH humano y el vector
Glosensor®.

- La figura 5 representa el efecto potenciador in vitro del anticuerpo monoclonal CA5 (A a E) y scFv CA5 (F) en la
bioactividad de FSH humana (hFSH) en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor
de FSH humano y el vector Glosensor®.

- La figura 6 representa el efecto potenciador in vitro del anticuerpo monoclonal CH10 en la bioactividad de FSH
ovina (oFSH) en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor de FSH humano vy el
vector Glosensor®.

- Lafigura 7 representa el efecto potenciador del anticuerpo monoclonal CH10 en la bioactividad de la FSH humana
(hFSH) in vitro en una linea celular HEK 293 transfectada de manera estable con el receptor de FSH humano y el
vector Glosensor®.

- La figura 8 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de la FSH
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ovina (oFSH) (A) y en la bioactividad de la FSH humana (hFSH) Gonal-F®, Puregon® y Fostimon® (B) en rata
hembra.

La figura 9 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de FSH
humana (hFSH) Gonal-F® (A) y el efecto potenciador de scFv CA5 en la bioactividad de FSH humana (hFSH)
Gonal-F® (A), Puregon® y Fostimon® (B) en rata hembra.

La figura 10 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CH10 en la bioactividad de FSH
ovina (oFSH) (A) y en la bioactividad de FSH humana (hFSH) Gonal-F® (B) en rata hembra.

La figura 11 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CH10 en la bioactividad de FSH
humana (hFSH) Puregon® y Fostimon® (A) y el efecto potenciador de scFv CH10 en la bioactividad de FSH
humana (hFSH) Gonal-F® (B) en rata hembra.

La figura 12 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de
coriogonadotropinas humanas (hCG) Chorulon® y Endo 5000 en rata macho.

La figura 13 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CH10 en la bioactividad de
coriogonadotropinas humanas (hCG) Chorulon® y Endo 5000® en rata macho.

La figura 14 representa el efecto potenciador in vivo anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de
gonadotropinas enddgenas en oveja al final de la temporada sexual.

La figura 15 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 en la bioactividad de
gonadotropinas enddgenas en oveja en periodo de temporada sexual.

La figura 16 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 inyectado solo en
gonadotropinas enddégenas en ternera: efecto en la secrecién de estradiol.

La figura 17 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 inyectado solo en
gonadotropinas enddgenas en ternera: efecto en las caracteristicas del pico preovulatorio de LH.

La figura 18 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 inyectado solo en
gonadotropinas enddgenas en ternera: efecto en la secrecién de progesterona.

La figura 19 representa el efecto potenciador in vivo del anticuerpo monoclonal CA5 inyectado solo después de 25
Ul de hFSH, sobre el crecimiento folicular en mona.

La figura 20 representa el epitopo conformacional del ligando CA5 en las hormonas hFSH, hCG, hLH, oLH, pLH,
oFSH, pFSH y en el receptor FSH humano.

La figura 21 representa el epitopo conformacional del ligando CH10, en las hormonas hFSH, hCG, hLH, oLH, pLH,
oFSH, pFSH y en el receptor FSH humano.

La figura 22 representa el efecto potenciador in vitro de diferentes fragmentos del anticuerpo monoclonal CAS5 en
la bioactividad de FSH ovina 'y FSH humana.

La figura 23 representa el efecto potenciador in vivo en rata de diferentes fragmentos del anticuerpo monoclonal
CAJ5 en la bioactividad de FSH humana.

Ejemplos

EJEMPLO 1: OBTENCION DE LIGANDOS DE LA INVENCION, Y SU CARACTERIZACION

1/ Estrategia de inmunizacién de ratones

Todas las inyecciones se realizaron por via intraperitoneal en ratones (Balb/C). Para cada estrategia de inmunizacion
se usaron cinco ratones.

Estrategia de inmunizacion de ratones para el anticuerpo CA5 y el anticuerpo CH10

Una primera inyeccion (JO) se realizé con 100 ug de FSH de oveja purificada con adyuvante completo de Freund.
Después se realizaron varias inyecciones de refuerzo en la siguiente secuencia:

-J21y J44: 100 pg de FSH de oveja purificada con adyuvante de Freund incompleto;
-J134 y J204: 50 ug de subunidad beta de FSH ovina con adyuvante de Freund incompleto;

J217, J218 y J219: 30 ug de subunidad beta de FSH ovina sin adyuvante;
J220: fusion.

2/ Isotipado

El isotipado de los anticuerpos CA5 y CH10 se realiz6 utilizando el kit de isotipado FastElysa comercializado por RD
Biotech (referencia RDB 3255) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El anticuerpo CA5 es una inmunoglobina de clase IgG2a y del isotipo Kappa. Los valores de densidad éptica (DO)
obtenidos fueron 0,335y 0,371 respectivamente.

El anticuerpo CH10 es una inmunoglobina de clase IgM y del isotipo Kappa. Los valores de densidad dptica (DO)
obtenidos fueron 0,2 y 0,124 respectivamente.

3/ Secuenciacion
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Las secuencias nucleotidicas de la parte variable de las cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) de los anticuerpos CA5
y CH10 secretados por los hibridomas CNCM 1-4801 y CNCM 1-4802 respectivamente, se determinaron a partir de su
ARN mensajero (ARNm) segun el protocolo a continuacién.

Los ARN se extrajeron de las células usando el kit de ARN Nucleospin® (Macherey Nagel, Alemania) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de ARN purificado se calcularon midiendo la absorbancia (A) a
260 nm y su calidad por la relacion A260nm/280nm y visualmente después de migracion electroforética en gel de
agarosa.

Los ADN complementarios de los ARNm se sintetizaron después usando un oligo-dT1s como cebador por reaccion de
retrotranscripcién con la enzima M-MLV (Ref. M1701, Promega, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

La sintesis de la segunda cadena de ADN se realiz6 mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) segun
el siguiente protocolo: se afiaden a 4 ul de la reaccion de retrotranscripcion en un volumen final de 50 pl; el tampén de
reaccion (1X final), 200 uM de cada dNTP, 300 nM de cebadores sentido y antisentido, 1,25 U de GoTaq polimerasa
(Ref. M3175, Promega, EE. UU.).

Para la amplificacién de la parte variable de las cadenas ligeras, se utilizaron 9 pares diferentes de cebadores (MKRev2
a 8 + MKC5For) y 3 pares diferentes para los de las cadenas pesadas (CA5: VHRev1 + VHFor, CH10: VHRev1 +
MuCFor).

Tabla 7: Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados para secuenciar las cadenas pesadas (VH) y ligeras
(VL) del anticuerpo CAS.

Anticuerpo CA5
Cadena pesada (VH)

Nombre Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO
VHRev1 CGGGATCCTCTAGAGGTCCAACTGCAGGAGTCA SEQIDNO:23
GG
VHFor CAGGGGCCAGTGGATAGAC SEQ D NO: 24
Cadena ligera (VL)
MKRev5 GACATTGTGATGACCCAGTCT SEQ ID NO: 25
MKCSFor GGATACAGTTGGTGCAGCATC SEQ ID NO: 26

Tabla 8: Las secuencias nucleotidicas de los cebadores se usan para secuenciar la parte 5' de las cadenas pesadas
(VH) vy ligeras (VL) del anticuerpo CAS5.

Anticuerpo CA5

Cadena pesada (VH)

Nombre Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO
CA5VH_Fw CACTTTTACATGGTATCCAGTG SEQ ID NO: 27
CA5VH_Rev GTTTCTACTTGCAGCAATCCACT SEQ ID NO: 28

Cadena ligera (VL)

CASVL_Fw GAWTCACAGRCCCAGGTYC SEQ ID NO: 29

CA5VL_Rev CCCAGTAAATCAGCAGTTTAGGA SEQ ID NO: 30
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Tabla 9: Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados para secuenciar las cadenas pesadas (VH) y ligeras
(VL) del anticuerpo CH10.

Anticuerpo CH10

Cadena pesada (VH)

Nombre Secuencia 5’-3 SEQ ID NO
VHRev1 SEQ ID NO: 23
CGGGATCCTCTAGAGGTCCAACTGCAGGAGTCA
GG
MupCFor GGGGAAGACATTTGGGAAGG SEQID NO: 31
Cadena ligera (VL)
MKRev2 GATATTGTGATGACGCAGGCT SEQ ID NO: 32
MKRev3 GATATTGTGATAACCCAG SEQID NO: 33
MKRev4 GACATTGTGCTGACCCAATCT SEQ ID NO: 34
MKRev6 GATATTGTGCTAACTCAGTCT SEQID NO: 35
MKRev8 GACATCCAGCTGACTCAGTCT SEQ D NO: 36
MKCS5For GGATACAGTTGGTGCAGCATC SEQID NO: 37

Tabla 10: Las secuencias nucleotidicas de los cebadores se usan para secuenciar la parte 5' de las cadenas
pesadas (VH) y ligeras (VL) del anticuerpo CH10.

Anticuerpo CH10

Cadena pesada (VH)

Nombre Secuencia 5-3’ SEQ ID NO
CH10VH_Fw ATGGTGTTGGGGCTGAAGTG SEQ ID NO: 38
CH10VH_Rev CAGTTCATGGCGTAGGTATTGA SEQ ID NO: 39

Cadena ligera (VL)
CH10VL_ Fw TTCTGGAYTTCAGCCTCCAG SEQ ID NO: 40

CH10VL_ Rev GATTGGGAAGCATATTTGATGAG SEQ ID NO: 41

El programa de PCR utilizado se compone de una desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95 °C seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacién de 30 segundos a 95 °C, hibridacion 30 segundos a 47 °C y amplificacion durante 1 minuto a 72
°C y finalmente una amplificacion final durante 5 minutos a 72 °C. Los productos de PCR obtenidos se desalaron con
el kit de extraccion QlAquick®Gel (Ref. 28704, Qiagen GmbH, Alemania) después se ligaron con el vector plasmidico
pGEMT easy (Ref. A1360, Promega, EE. UU.) para transformarse en bacterias. El ADN plasmidico extraido de
diferentes clones bacterianos se envio para analisis de secuenciacion (Macrogen Europe, Paises Bajos).

Las secuencias nucleotidicas 5' terminales de VH y VL de los 2 anticuerpos se determinaron posteriormente mediante
el disefio de cebadores especificos anclados en las secuencias lider de los ADNc (cebador Fw). Estos cebadores se
disefiaron siguiendo la identificacion de homologia por alineamiento entre las secuencias VL y VH obtenidas
previamente y la base de datos del software IMGT/V-QUEST (Brochet et al., Nucl. Acids Res., 36: W503-508, 2008;
Giudicelli et al.,, Cold Spring Harb Protoc., 2011(6): 695-715, 2011) [3, 4] y para la extraccion de las secuencias lider
de interés de IMGT/GENE-DB (Giudicelli et al., Nucl. Acids Res., 33: D256-261, 2005) [5]. Los cebadores antisentido
(Rev) se disefiaron en las respectivas secuencias VH y VL determinadas previamente de cada uno de los anticuerpos.
El protocolo utilizado para obtener la parte 5' es el mismo que el descrito en el parrafo anterior.

Las secuencias nucleotidicas consenso se dedujeron del alineamiento de secuencias usando el software MultAlin

(Corpet, Nucl. Acids Res., 16(22): 10881-10890, 1988) [6]. La transcripcion en secuencias polipeptidicas y la anotacion
de las CDR se realizaron utilizando el software IMGT/V-QUEST. Los resultados se presentan en las tablas 11 a 14.

11



Tabla 11: Secuencias nucleotidicas y peptidicas de las partes variables pesadas (VH) y ligeras (VL) del anticuerpo

ES 2797752713

CAb.

Anticuerpo (CA5)

Cadena pesada (VH)

Secuencia
nucleotidica
SEQ ID NO: 1

GAGGTGAAGCTGGTGGAATCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGG
GGGTTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAACTTCTGGGTTCACCTTCAG
TGATTTCTACATGGAGTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGGAAGAGAC
TGGAGTGGATTGCTGCAAGTAGAAACAAAGCTAAGGATTATACAA
CAGAGTACAGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCATCGTCTCCAGAG
ACACTTCCCAAAGCATCCTCTACCTTCAGATGAATGCCCTGAGAG
CTGAGGACACTGCCATTTATTTCTGTGCAAGAGATGCAAGGTTTG
CTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

Secuencia
peptidica SEQ
ID NO: 2

EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGKRL
EWIAASRNKAKDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSILYLQMNALRAEDT
AIYFCARDARFAYWGQGTLVTVSA

Cadena ligera (VL)

Secuencia
nucleotidica
SEQ ID NO: 3

GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTAGCTGTGTCAGTT
GGAGAGAAGATTACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTTTA
TATAGTAGCAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAA
CCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGATTTACTGGGCATCCACTAGG
GAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGAAGGCTGAAGACCTGGC
AGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAGCTATCCTCGGACGTTCGGT
GGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia
peptidica SEQ
ID NO: 4

DIVMSQSPSSLAVSVGEKITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKP
GQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAVYY
CQQYYSYPRTFGGGTKLEIK

12
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CH10.

Anticuerpo CH10

Cadena pesada (VH)

Secuencia
nucleotidica SEQ
IDNO: 5

GAGGTGCAGCTTGTTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAA
AGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAA
TACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTT
TGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATAATTATGCAAC
ATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGA
TGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAACAACTTGAAAACT
GAGGACACAGCCATGTATTACTGTGTGAGACAGGATTACTACGGT
AGTAGCTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTC
TCCTCA

Secuencia
peptidica SEQ ID

EVQLVESGGGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGL

NO: 6 EWVARIRSKSNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSMLYLQMNNLKTE
DTAMYYCVRQDYYGSSYFDYWGQGTTLTVSS
Cadena ligera (VL)
Secuencia
uclotidics SEQ | GACATTGTGATGACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCA
ID NO: 7

GGAGATAGAGTCTCTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATTAGC
GACTACTTACACTGGTATCAACAAAAATCACATGAGTCTCCAAGG
CTTCTCATCAAATATGCTTCCCAATCCATCTCTGGGATCCCCTCCA
GGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGTCAGATTTCACTCTCAGTATCA
ACAGTGTGGAACCTGAAGATGTTGGAGTGTATTACTGTCAAAATG
GTCACAGCTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAA
ATAAAA

Secuencia
peptidica SEQ ID
NO: 8

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQKSHESPRLL
IKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCQNGHSFP
YTFGGGTKLEIK

Tabla 13: CDR de las partes variables pesadas (VH) y ligeras (VL) del anticuerpo CA5

VH-CDR1 (SEQ ID NO: 9) GFTFSDFY
VH-CDR2 (SEQ ID NO: 10) SRNKAKDYTT
VH-CDR3 (SEQ ID NO: 11) ARDARFAY
VL-CDR1 (SEQ ID NO: 12) QSLLYSSNQKNY
VL-CDR2 WAS

VL-CDRS (SEQ ID NO: 13) QQYYSYPRT
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Tabla 14: CDR de las partes variables pesadas (VH) y ligeras (VL) del anticuerpo CH10

VH-CDR1 (SEQ ID NO: 14) GFTENTYA
VH-CDR2 (SEQ ID NO: 15) IRSKSNNYAT
VH-CDR3 (SEQ ID NO: 16) VRQDYYGSSYFDY
VL-CDR1 (SEQ ID NO: 17) QSISDY

VL-CDR2 YAS

VL-CDR3 (SEQ ID NO: 18) QNGHSFPYT

4/ Construccion, produccién y caracterizacioén de los scFv

a/ Construccién de los fragmentos de anticuerpo scFv

ATG Biosynthetics GmbH (Alemania) sintetizé los genes de sintesis de los fragmentos variables de cadena sencilla
(scFv) derivados de los anticuerpos CA5 y CH10.

Cada secuencia se disefi¢ a partir de la fusion de partes variables pesadas y ligeras (SEQ ID NO: 1/ SEQ ID NO: 3
para CA5; SEQ ID NO: 5/ SEQ ID NO: 7 para CH10) unidas por una secuencia que codifica el péptido (GlysSer)s
asegurando la funcionalidad de la proteina y terminada por una secuencia que codifica el péptido Hise (péptido HIS-
etiqgueta) que permitira la purificacion de los scFv. Para permitir su insercion en el plasmido de expresion, las
secuencias se flanquearon con los sitios enzimaticos de restriccion Pstl y Sall. Una secuencia adicional se afadié
entre el extremo 3' de VL y el sitio Sall autorizando la eliminacion del péptido Hiss si se desea. Los codones se
optimizaron para expresion en E. coli. A continuacion se detalla una representacion esquematica de la construccion
de los genes de sintesis de los scFvs:

Conector

LEIKHe
Pstl .. Xhol Xhol Sall

Los fragmentos de anticuerpo se insertaron entre los sitios enzimaticos Pstl y Xhol del plasmido de expresion pSW1
(ATG:Biosynthetics GmbH, Alemania) segun E. S. Ward y colaboradores (Ward et al., Nature, 341: 544-546, 1989) [7]
que contiene, bajo el control de un promotor inducible LacZ, una secuencia sefial PelB que se fusioné en fase de
lectura con el gen del fragmento de anticuerpo recombinante, permite el direccionamiento de la proteina sintetizada
hacia el periplasma bacteriano. En el periplasma, esta secuencia sefial es eliminada por una peptidasa.

Después de control por secuenciacion de la calidad de las construcciones, los plasmidos pSW1-CA5 y pSW1-CH10

se transformaron por choque térmico en bacterias HB2151 (T53040, Interchim, Francia) hechos competentes (Li et al.,
Afr. J. Biotechnol., 9(50): 8549-8554, 2010) [8].
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Tabla 15: Secuencias nucleotidica y peptidica del scFv CA5.

scFv CA5

Secuencia nucleotidica
SEQID NO: 19 CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGCGGCGGCCTGGTACAACCT

GGTGGCTCACTGCGCCTGAGCTGCGCAACCAGCGGTTTTACCT
TTAGCGATTTCTACATGGAATGGGTTCGCCAACCGCCGGGTAAG

CGTCTGGAATGGATCGCGGCGAGCCGTAACAAGGCGAAAGATT
ATACCACTGAATATAGCGCGTCGGTGAAAGGTCGCTTCATTGTC
TCGCGCGATACCAGCCAGTCGATTCTGTATCTGCAAATGAATGC
CCTGCGTGCCGAAGACACGGCCATCTACTTCTGTGCGCGTGAT
GCACGCTTTGCCTATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTTA
GCGCCGGTGGTGGCGGTTCAGGTGGTGGCGGTAGCGGTGGCG
GTGGCTCAGATATTCAGATGACCCAGACCCCGTCAAGCCTGGC
GGTGTCAGTCGGCGAAGAGATTACTATGAGCTGTAAAAGCTCGC
AGAGCCTGCTGTACTCATCGAACCAGAAAAATTACCTGGCATGG
TATCAACAGAAGCCGGGTCAGTCGCCGAAACTGCTGATCTACTG
GGCCTCAACCCGTGAGAGCGGCGTACCGGATCGCTTTACTGGC
AGCGGCAGCGGCACGGACTTTACGCTGACGATTAGCTCGGTGA
AGGCCGAAGACCTGGCGGTTTATTATTGCCAACAGTACTATAGC
TACCCTCGTACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTCGAGATTAAACA
TCACCATCACCATCACTAACTCGAGATCAAGTAA

Secuencia peptidica SEQ | QvQLQQSGGGLYQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGKR
LEWIAASRNKAKDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSILYLQMNALRAE
DTAIYFCARDARFAYWGQGTLVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSDIQ
MTQTPSSLAVSVGEEITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGQ
SPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAVYYC
QQYYSYPRTFGGGTKLEIKHHHHHH
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Tabla 16: Secuencias nucleotidica y peptidica del scFv CH10.

scFv CH10

S e CAGGTGCAGCTGCAGCAATCAGGCGGCGGCCTGGTCCAACCG
AAAGGTAGCCTGAAACTGTCGTGCGCCGCCAGCGGCTTTACGT
TCAACACTTACGCGATGAATTGGGTGCGTCAGGCGCCTGGTAAA
GGCCTGGAATGGGTGGCACGCATCCGTTCAAAAAGCAACAATTA
CGCGACGTATTATGCAGACAGCGTAAAAGATCGCTTTACCATCA
GCCGTGATGATTCACAGTCAATGCTGTACCTGCAAATGAATAAC
CTGAAAACTGAAGACACTGCGATGTATTATTGTGTTCGCCAGGA
CTATTACGGTAGCTCGTATTTCGATTACTGGGGCCAAGGCACCA
CCCTGACGGTGAGCTCGGGTGGCGGTGGCTCAGGTGGTGGTG
GTAGCGGCGGTGGCGGTAGCGATATCCAGATGACCCAGACCCC
GGCAACCCTGAGCGTTACCCCTGGTGACCGCGTTTCGCTGAGC
TGCCGTGCCTCGCAGAGCATTTCGGACTATCTGCACTGGTATCA

GCAAAAATCACACGAATCACCGCGTCTGCTGATTAAGTACGCCA
GCCAATCGATTAGCGGTATTCCGAGCCGCTTTTCGGGCTCGGG

TTCGGGCTCGGATTTTACCCTGTCAATTAATAGCGTAGAGCCGG
AAGATGTAGGCGTCTACTATTGTCAGAACGGCCATTCATTCCCG
TACACGTTTGGCGGCGGCACCAAGCTCGAGATTAAGCATCACC
ATCATCACCATTAACTCGAGATCAAGTAA

Secuencia peptidica SEQ | QvQLQQSGGGLVAPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKG

LEWVARIRSKSNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSMLYLQMNNLKT
EDTAMYYCVRQDYYGSSYFDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSDIQMTQTPATLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQKSH
ESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYC

QNGHSFPYTFGGGTKLEIKHHHHHH

b/ Produccion de los fragmentos de anticuerpo recombinantes

- Cultivo bacteriano

Un precultivo se realizé en 5 ml de medio 2xYT que contenia 50 ug/ml de ampicilina durante la noche a 37 °C. Al dia
siguiente, se sembraron 500 pl de este precultivo en 500 ml del mismo medio y se dejaron crecer a 37 °C a 150 RPM
hasta obtener una DOeoonm de 1,4. La sintesis del scFv se indujo por la adicién de 0,1 mM de IPTG 16 ha 16 °C a 150
RPM.

- Extraccion

El medio de cultivo se centrifugé durante 30 minutos a 4500 g a 4 °C. El resto de la preparacion se realizé a 4 °C. Para
extraer el periplasma bacteriano, el sedimento se resuspendio e incubd en 10 ml de TES (Tris 0,2 M pH8, EDTA 0,5M,
sacarosa 0,5 M) durante 30 minutos a los que después se afadieron 15 ml de TES diluido a 1/4 para incubar
nuevamente 30 minutos. El extracto bacteriano se centrifugd durante 30 minutos a 10.000 g. El sobrenadante se dializd
contra PBS durante la noche. El sobrenadante dializado se traté inmediatamente para purificar el scFv o se conservé
a -20 °C hasta su uso.

La produccioén de scFv en el periplasma se analizé mediante transferencia de Western usando un anticuerpo anti-His-
Tag HRP (Ref. R93125 Life technologies, Francia) segun las recomendaciones de uso del fabricante.
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- Purificacién

El periplasma se centrifugé durante 20 minutos a 5.000 g a 4 °C. El sobrenadante se incubé con Gel de Afinidad por
Niquel HIS-Select® (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.) con agitacién durante 1h a 4 °C. El gel se lavé con tampén fosfato
sédico 0,05 M, NaCl 0,3 M pH8, después el mismo tampdn suplementado con imidazol 20 mM hasta obtener una
DO2sonm de aproximadamente 0. El scFv se eluyé después con un tampdn fosfato sédico 0,05 M, NaCl 0,3 M, imidazol
250 mM pH8. El eluato se dializé contra PBS durante la noche. Se conservé a -20 °C.

- Control de calidad

El scFv purificado se analizé por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % después de tinciéon con azul de
Coomassie y por cromatografia de exclusién en una columna Sephadex™ 75 10/300 GL (Ref. 17-5174-01 GE
Healthcare, Alemania).

5/ Especificidad

La especificidad de los anticuerpos y su scFv se estudido mediante la técnica ELISA. Cada hormona evaluada se
preparoé a una concentracion de 10 pug/ml en tampén carbonato sédico 0,1M pH 9,6 y se distribuyd a una velocidad de
100 pl por pocillo en una placa ELISA. El tiempo de adsorcién fue de 18 horas a + 4 °C. Después de cinco lavados,
los pocillos se trataron con 100 ul de PBS suplementado con Tween al 0,1 % y BSA al 1 % durante 45 minutos a 37 °C,
después cada anticuerpo o scFv se distribuyd a una velocidad de 100 pl/pocillo y se incubé durante 1 hora a 37 °C.
En cada hormona evaluada, los anticuerpos y los scFv se distribuyeron a diferentes concentraciones en un intervalo
de 10 a 250 pg/ml para anticuerpos y de 10 a 150 o 200 pg/ml para scFv.

Después de cinco lavados, un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (HRP) se distribuy6 a una tasa de 100
pl/pocillo y se incubd durante 1 hora a 37 °C. Dependiendo del isotipo del anticuerpo monoclonal estudiado, el
anticuerpo secundario era un HRP anti-lgG1 (Ref. 115-035-205, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc), un HRP
anti-lgG2a (Ref. 115-035-206, Jackson Laboratories) o un HRP anti-IgM (Ref. 115-035-075, Jackson Laboratories).
Para los scFv, se usé un HRP anti-Etiqueta His (Ref. R93125 Life technologies, Francia). Después de cinco lavados,
la actividad enzimatica se revel6 con TMB distribuido a razén de 100 pl/pocillo. El tiempo de desarrollo fue de 5 a 30
minutos a temperatura ambiente dependiendo de la velocidad de la reaccion. Después de detener la reaccién con
H2S04 1M (50 pl/pocillo) la intensidad de la reaccidon coloreada se midié (densidad optica) usando un
espectrofotometro para placas ELISA.

Para los anticuerpos CA5 y CH10 y sus scFv, el porcentaje de reaccién cruzada se calculé en relacion con los valores
obtenidos con FSH ovino (oFSH) considerado como el valor de referencia del 100 %. El porcentaje de reaccién cruzada
se calcul6 de manera convencional comparando las curvas de dosis-respuesta obtenidas con el intervalo de
concentraciones del anticuerpo o del scFv. A partir de la curva obtenida con la hormona de referencia:

- ya sea A la concentracidon que proporciona el 50 % de la densidad 6ptica maxima (DE 50). A partir de la curva
obtenida con otra hormona,

- ya sea B la concentracién correspondiente al mismo valor de densidad optica que el utilizado para definir A.

El porcentaje de reaccion cruzada es igual a A dividido entre B y multiplicado por 100: [(A/B) X 100].

- Especificidad del anticuerpo CA5 y su scFv

La tabla 17 ilustra los porcentajes de reacciones cruzadas del anticuerpo CA5 con las subunidades (s.u.) ay  de FSH
ovina y la subunidad 8 de FSH humana:

Tabla 17
CA5 OFSH | s.u.aoFSH | s.u.BoFSH | s.u. 3 hFSH
Reaccién cruzada | 100 % 6 % 80 % 50 %

El anticuerpo CA5 reconoce muy poco la subunidad a ovina pero reconoce fuertemente la subunidad 3 de la FSH
ovina (80 %); también se cruza con la subunidad B de FSH humana, menos fuertemente (50 %). Su especificidad es
anti-subunidad 3 FSH.

La tabla 18 ilustra los porcentajes de reacciones cruzadas de CA5 y scFv CA5 con FSH porcina (pFSH) y diferentes
FSH humanas:
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Tabla 18
oFSH | pFSH | hFSH (Gonal F) | hFSH (Puregon) | hFSH (Fostimon) | hMG (Menopur)
CA5 100 % | 134 % 128 % 70 % 76 % 61 %
scFv CA5 100% | 61 % ND ND 10 % 10 %

El anticuerpo CA5 muestra un fuerte reconocimiento de FSH porcina y FSH humana Gonal-F. También se cruza
significativamente con otras FSH humanas entre 61y 76 %. El anticuerpo CAS5 reconoce mejor la FSH probada en su
forma dimérica, que tiende a indicar especificidad contra un epitopo conformacional.

El scFv CA5 reconoce significativamente pFSH (61 %) y mas débilmente hFSH (Fostimon) y hMG (Menopur). La
reaccion cruzada en las otras dos FSH humanas no pudo medirse (ND) debido a una unién demasiado débil. La unién
de scFv CAS5, al igual que el anticuerpo completo, por tanto, parece depender de la conformacién de la hormona,
probablemente alterada durante la adsorcién en el plastico de la placa de ELISA.

La especificidad de scFv CA5 se evalud con respecto a LH porcina (pLH), ovina (oLH), bovina (bLH), eCG y hCG
Chorulon y Endo 5000. Los resultados se ilustran en la tabla 19:

Tabla 19
oLH pLH bLH eCG | Chorulon | Endo 5000
scFvCA5 | 25% | 29% | 33 % ND 10 % ND

La union de scFv CA5 es significativa con respecto a LH animal con una reaccion cruzada entre 35 y 40 %. Por el
contrario, solo hCG Chorulon se reconoce débilmente (10 %). El enlace demasiado débil en las otras dos hCG
adsorbidas no permitié cuantificar una reaccién cruzada. Estos resultados refuerzan la hipétesis de especificidad hacia
un epitopo conformacional dados los efectos bioldgicos de CA5 y su scFv obtenidos in vitro e in vivo en la actividad
de hCG (ver resultados en los Ejemplos 2 y 3).

Esta hipétesis se ve reforzada por los resultados obtenidos por transferencia de Western al incubar el anticuerpo CA5
en oFSH migrado en gel de poliacrilamida al 5 % en condiciones desnaturalizantes o no desnaturalizantes. Solo la
banda de 3 oF SH se reconocié en condiciones no desnaturalizantes y dio una sefial importante. No se observé sefial
en oFSH migrada bajo condiciones desnaturalizantes.

Una estimacion de la constante de disociacion Kd del scFv, frente a diferentes FSH, LH y CG estudiadas, se calculo
en GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU., version 5) usando la funcién "Un sitio - Unién
especifica" en un modelo de enlace de saturacién ("saturation binding experiment model", GraphPad PRISM software).
Los diferentes valores obtenidos se muestran en las tablas 20 y 21.

Tabla 20
scFvCAS5 oFSH | pFSH | hFSH Gonal-F | hFSH Puregon | hFSH Fostimon | hMG Menopur
Kd (10-5M) 0,54 1,24 1,43 2,67 2,03 2,41
Tabla 21
scFv CA5 | oLH pLH bLH | eCG | hCG Chorulon | hCG Endo 5000
Kd (10M) | 1,95 | 2,47 | 2,43 | 4,07 3,80 3,14

La comparacion de las constantes de disociacion Kd calculadas asi indica una mayor afinidad del scFv CA5 por FSH
en ovino y porcino con un valor de 0,54 y 1,24 pM, respectivamente. Con la excepcién de la FSH humana recombinante
Gonal F (Kd 1,43 pM), scFv CAS5 tiene menor afinidad por las FSH humanas (Kd de 2,03 a 2,67 uM). En comparacion
con oFSH y pFSH, scFv CA5 tiene una afinidad media respecto a LH ovina y porcina (Kd de 1,95 y 2,47 uyM
respectivamente). Las Kd estimadas frente a hCG y eCG (Kd de 3,14 a 4,07 uM) indican una menor afinidad de scFv
CAD5 por estas hormonas.

- Especificidad del anticuerpo CH10 y su scFv

La tabla 22 ilustra los porcentajes de reacciones cruzadas del anticuerpo CH10 con las subunidades (s.u.) a y B de
FSH ovina y la subunidad $ de FSH humana:
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Tabla 22
CH10 OFSH | s.u.aoFSH | s.u.BoFSH | s.u. B hFSH
Reaccién cruzada | 100 % 43 % 88 % 40 %

El anticuerpo CH10 reconoce preferentemente la subunidad B de FSH ovina (88 %) y dos veces menos la subunidad
B de FSH humana y la subunidad a ovina (40 % y 43 %). Segun estos resultados, la especificidad de CH10 es anti-
subunidad B FSH, preferentemente oFSH. Reconoce, en menor grado, pero no despreciable, la subunidad a ovina a
diferencia del anticuerpo CA5. Todos estos resultados pueden conducir a la hipétesis de un epitopo que implica
principalmente 8 pero también a, en la zona de asociacion de las dos subunidades, por ejemplo.

La tabla 23 ilustra los porcentajes de reacciones cruzadas de CH10 y del scFv CH10 obtenidos con FSH porcina
(pFSH) y diferentes FSH humanas

Tabla 23
oFSH | pFSH | hFSH (Gonal F) | hFSH (Puregon) | hFSH (Fostimon) | hMG (Menopur)
CH10 100% | 24 % 50 % 71 % 100 % 48 %
scFv CH10 100% | 175 % 32% 67 % 30 % 61 %

El anticuerpo CH10 y su scFv muestran un fuerte reconocimiento de las FSH animales y una reaccién cruzada que
varia del 30 al 100 % para las FSH humanas.

La especificidad de scFv CH10 se evalud con respecto a LH porcina (pLH), ovina (oLH), bovina (bLH), eCG y hCG
Chorulon y Endo 5000. Los resultados se ilustran en la tabla 24:

Tabla 24
oLH pLH bLH | eCG | Chorulon | Endo 5000
scFvCH10 | 68% | 63% | 52% | ND ND ND

La union de scFv CH10 con respecto a LH animales es significativa con una reaccion cruzada entre 52 y 68 %. Por el
contrario, el enlace demasiado débil en las hCG y eCG adsorbidas no permitié cuantificar una reaccion cruzada. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de especificidad hacia un epitopo conformacional dados los efectos bioldgicos de
CH10y su scFv obtenido in vitro e in vivo en la actividad de hCG Chorulon y Endo 5000 (ver resultados en los Ejemplos
2y3).

Una estimacion de la constante de disociacion Kd de scFv CH10, frente a diferentes FSH, LH y CG estudiadas, se
calcul6 en GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU., version 5) usando la funcion "Un sitio -
Unién especifica" en un modelo de enlace de saturacion ("saturation binding experiment model”, GraphPad PRISM
software). Los valores obtenidos se muestran en las tablas 25 y 26.

Tabla 25
scFv CH10 | oFSH | pFSH | hFSH Gonal-F | hFSH Puregon | hFSH Fostimon | hMG Menopur
Kd (10-5M) 2,85 5,22 1,82 11,5 1,59 7,36
Tabla 26
scFv CH10 | oLH pLH bLH | eCG | hCG Chorulon | hCG Endo 5000
Kd (10-5M) 1,55 | 247 | 1,94 | 1,97 1,47 2,09

Las constantes de disociacion Kd calculadas asi indican una afinidad del scFv CH10 tanto para las FSH ovina y porcina
(Kd de 7,51 y 5,22 yM) como para las FSH humanas Gonal F, Fostimon y hMG Menopur (Kd de 1,82, 1,59y 7,36 uM
respectivamente). Las Kd calculadas frente a hCG y eCG (Kd de 1,47 a 2,09 uM) indican una buena afinidad del scFv
CH10 por estas hormonas en comparacion con las FSH.

EJEMPLO 2: MEDICION IN VITRO DEL EFECTO POTENCIADOR DE LIGANDOS DE LA INVENCION EN LA
BIOACTIVIDAD DE FSH

El efecto potenciador de los ligandos de la invencién en la bioactividad de FSH se demostré mediante la comparacion
de la respuesta bioldgica obtenida con diferentes tipos o lineas celulares estimuladas con FSH sola o con el complejo
FSH/anticuerpo monoclonal (AcM).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797752713

En cada caso, la comparacion de las curvas de dosis-respuesta obtenidas permitié cuantificar el efecto potenciador in
vitro del AcM en la actividad bioldgica de la FSH complejada. El analisis estadistico de los resultados se realizé con el
software Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU., versién 5).

1/ En cultivos primarios de células de granulosa bovina

El efecto potenciador de los AcM CA5 y CH10 en la bioactividad de la FSH ovina (oFSH) se caracteriz6 por primera
vez en células de granulosa bovina que expresan endégenamente el receptor de FSH bovina.

Los sobrenadantes de hibridomas a la concentracion final de 0,1 ug/ml de anticuerpos CA5 o CH10 se incubaron con
un intervalo de FSH ovina o humana que varia de 3 ng/ml a 25 ng/ml, 30 min a 37 °C.

Las células de granulosa bovina se pincharon en los ovarios de las vacas a partir de foliculos con didametros que
variaban de 2 a 6 mm, segun el protocolo descrito por Chopineau et al. (Mol. Cell Endocrinol., 92(2): 229-39, 1993) [8]
y Wehbi et al. (Endocrinology, 151(6): 2788-2799, 2010) [9]. Las células de granulosa bovina suspendidas en medio
5A de McCoy (Lonza, Bélgica, referencia BE12-688F), preparadas a razén de 80.000 células por 0,5 ml, se estimularon
durante 3 horas a 37 °C, con agitacion, en presencia de IBMX 48 ug/ml (Sigma Aldrich, Francia, referencia 15879), en
un intervalo de FSH de 3 ng/ml a 25 ng/ml, solo o previamente complejada con un anticuerpo monoclonal segun el
protocolo anterior. La respuesta biolégica medida fue la secrecion de AMPc.

Tras la centrifugacién, el AMPc producido se analizé en el sobrenadante de cultivo usando un kit ELISA (Biomedical
Technologies Inc., MA, EE.UU., BT-730).

Los resultados se muestran en la figura 1.

Los resultados muestran una amplificacion de la secrecion de AMPc en un factor 1,3 veces para CA5, un factor de 5,5
veces para CH10 en la actividad de FSH ovina. Analisis estadistico por analisis de varianza con dos variables (ANOVA
bidireccional, El software GraphPad PRISM) muestra un efecto significativo que varia de p<0,05 (*) para CA5 a p<0,01
(**) y p<0,001 (***) para CH10.

2/ En la linea celular HEK293 transfectadas de manera estable con el receptor FSH humano

El efecto potenciador de los AcM en FSH de diferentes especies se midi6 en células HEK 293 que expresan
establemente el receptor de FSH humano. Este sistema permiti6 medir la produccion de AMPc después de la
activacion del receptor de FSH después de una estimulacion con FSH sola o por el complejo FSH/ACM durante 1 hora
a 37 °C.

Para ello, 60.000 células se repartieron en pocillos de placas de 96 pocillos (Becton Dickinson, NJ, EE.UU., referencia
353072) y se cultivaron 24h a 37 °C, CO2 al 5 % en atmdsfera humeda, en 100 pl de medio MEM (Ozyme, Francia,
BE12-611F) que contiene SVF 10 % (Lonza, Bélgica, referencia DE14-801F), penicilina/estreptomicina 1 % (Sigma
Aldrich, Francia, P-4333) y G418 400 pg/ml (Sigma Aldrich, Francia, referencia A1720). Después de 2h de abstinencia
en medio MEM, las células se estimularon durante 1h a 37 °C. El sobrenadante de cultivo se recolecté y analizé usando
un kit ELISA (Biomedical Technologies Inc., MA, EE.UU., BT-730). Los resultados expresan la cantidad de AMPc
secretada en el punto final. Se analizaron utilizando el software Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EE.UU., version 5).

La figura 2 representa el efecto potenciador de los anticuerpos monoclonales CA5 y CH10 en la bioactividad de FSH
ovina (oFSH) in vitro en células HEK 293 transfectadas de manera estable con el receptor de FSH humano. Para ello,
las células se estimularon con un intervalo de 3 ng/ml a 32,5 ng/ml de FSH ovina, ya sea con los mismos puntos de
intervalo de FSH previamente incubados, 30 minutos a 37 °C, con el anticuerpo monoclonal (concentracion final 0,1
pg/ml) antes de la estimulacion de las células. Un analisis de varianza de dos variables (ANOVA bidireccional, software
GraphPad PRISM) permiti6 comparar las curvas de dosis-respuesta obtenidas con FSH sola o con el complejo
FSH/anticuerpo monoclonal. El anticuerpo CA5 mostré un efecto potenciador que varia de 160 % a 200 % en la
actividad de oFSH; este efecto es significativo para la concentracion de 32,5 ng/ml de oFSH (p<0,05). El anticuerpo
CH10 ejerce un mayor efecto potenciador en oFSH para todas las concentraciones probadas que varian de 225 %
para el punto de 3 ng/ml (p<0,01) a 260 % para los puntos 10 ng/ml y 33 ng/ml respectivamente (p<0,001).

3/ En la linea celular HEK293 transfectadas de manera estable con el receptor de FSH humano y con el sistema
Glosensor®

El efecto potenciador de los AcM en las FSH de diferentes especies se midié en tiempo real en células HEK 293 que
expresan de manera estable el receptor de FSH humano y el vector GloSensor™ (Promega, Francia). Este sistema
celular permitié controlar la produccién de AMPc después de estimulacion del receptor de FSH por el agonista (FSH
sola o complejo FSH/anticuerpo monoclonal) en tiempo real. Después de la uniéon del AMPc a la proteina GloSensor™,
el sustrato GloSensor™ (Promega, Francia, referencia E1291) se hidrolizé y conduce a una emisién de luminiscencia
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medida con un lector PolarStar Optima (BMG Labtech, Alemania) y expresado en ULR (Unidad de luminiscencia
relativa). Esta linea estable fue desarrollada por el equipo de Biologia y Biolnformatica de Sistemas de Sefializacion
en el centro INRA Val de Loire, 37380 Nouzilly, Francia) y se puso a disposicién de forma gratuita para estos ensayos.

Para ello, las células HEK 293 se cultivaron a razén de 80.000 células por pocillo de microplaca de 96 pocillos blanca
con fondo transparente (Dominique Dutscher, Francia, referencia 655903) y cultivadas en 100 yl de medio MEM
(Ozyme, Francia, BE12-611F) suplementado con SVF 10 % (Lonza, Bélgica, referencia DE14-801F),
penicilina/estreptomicina 1 % (Sigma Aldrich, Francia, referencia P-4333), Higromicina B 200 pg/ml (Life
Technologies™, Francia, 10687010) y G418 400 ug/ml (Sigma Aldrich, Francia, referencia A1720) durante la noche.
Después de 2h de abstinencia en 100 ul de medio MEM suplementado con BSA 1 % (PAA, Francia, referencia K45012)
y que contiene 4 % de sustrato GloSensor™ durante 2h a temperatura ambiente protegido de la luz, la placa celular
se colocé en el lector PolarStar Optima y se realizd una primera lectura durante 5 minutos para medir el nivel basal de
luminiscencia. Después la placa se retir6 del lector y se afadieron 11 pl de ligando (FSH sola o complejo
FSH/anticuerpo monoclonal) a la misma para obtener las concentraciones indicadas. La luminiscencia emitida se midio
después durante aproximadamente 1h30.

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el software Prism (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA,
EE.UU., version 5). La funcién no lineal "log (agonista) frente a respuesta” se usé para trazar la respuesta en funcion
de la concentracion de FSH. Esto hizo posible caracterizar y comparar la CE50 para FSH sola y FSH complejada con
el anticuerpo monoclonal. Para cada ejemplo, el efecto significativo del complejo FSH/anticuerpo potenciador se midio
mediante analisis de varianza de dos variables (ANOVA bidireccional, software GraphPad PRISM) comparando las
dos curvas en su totalidad.

- Anticuerpo monoclonal CA5

La figura 3 ilustra las curvas de cinética de produccion de AMPc expresadas en unidades de luminiscencia relativas
en funcién del tiempo (en minutos) obtenidas para las concentraciones 0 - 0,1 - 0,3 - 1 y 3 nM de FSH ovina sola o
complejda con el anticuerpo CA5. Se observa que las células "estimuladas" por el anticuerpo solo, sin FSH, no
muestran ninguna respuesta: la sefial luminiscente permanece en su nivel basal (curva 3A). El anticuerpo CA5 solo
no ejerce ningun efecto agonista o antagonista sobre el receptor de FSH humano expresado por las células HEK 293.
Por el contrario, el anticuerpo monoclonal CA5 (concentracion final 6 nM), complejado con oFSH aumenta de forma
muy significativa y notable la actividad estimulante de la hormona. Por tanto se observa un aumento de la respuesta
celular maxima de 350 % y 330 % para las concentraciones de 0,1y 0,3 nM de oFSH (curvas B y C) y un aumento de
230 % y 140 % respectivamente para las concentraciones de 1y 3 nM de oFSH (curvas D y E). La amplitud del efecto
potenciador se vuelve menos importante con las concentraciones mas altas de oFSH (1 y 3 nM) debido a una
saturacion de la respuesta celular y de la sefial luminiscente a 11000 ULR en este caso. El valor CE50 medido por
GraphPad Prism es 2,36.10°M para oFSH y 2,83.10"'°M para el complejo oFSH/CA5 que refleja un aumento de 1
unidad de LogCE50 (de 1086 a 10-%54) cuando FSH forma complejo con el anticuerpo CA5. La diferencia entre las dos
curvas de oFSH frente a oFSH/CAS es altamente significativa para todas las dosis de oFSH probadas (p<0,001).

El efecto potenciador del anticuerpo CA5 medido en FSH porcina se ilustra en la figura 4. Se observa un aumento de
190 % del maximo de la respuesta a 0,03 nM de pFSH cuando se compleja con el anticuerpo CA5 (concentracion final
6 nM) (curva A), pero este aumento no es significativo. El efecto potenciador alcanza 250 % a la concentracién de 0,1
nM de pFSH (curva B) y es significativo (p<0,01). El nivel de respuesta obtenido con pFSH 0,03 nM complejado con
CAS5 es equivalente al obtenido con pFSH 0,1 nM solo (500 ULR frente a 585 ULR respectivamente); lo que significa
que el complejo pFSH 0,03 nM/CAS5 induce la misma amplitud de respuesta que pFSH solo a una concentracion 3,3
veces mayor (0,1 nM; es decir, 0,5 Log).

Finalmente, se ha estudiado el efecto potenciador de CA5 en la actividad de la FSH humana recombinante (Gonal-F,
Laboratorio SERONO). La figura 5 ilustra las curvas de cinética de produccion de AMPc expresadas en unidades de
luminiscencia relativas en funcién del tiempo (minutos) obtenidas durante la estimulaciéon con las concentraciones 0,03
-0,1-0,2-0,3 nM de FSH sola o complejada con el anticuerpo CA5 (6 nM). Un efecto potenciador del 235 % se
observo con la concentracion 0,03 nM hFSH, 200 % con 0,1 y 0,2 nM hFSH después 170 % con la concentracion mas
alta 0,3 nM hFSH debido a la saturacion del sistema celular (maximo 10530 ULR). El calculo de CE50 por GraphPad
Prism indicé un valor de 5,86.10"'°M para hFSH y 1,36.10-'°M para el complejo hFSH/CA5 reflejando un aumento de
0,63 en LogCE50 (de 10223 a 10-%8%) cuando FSH esta complejada con el anticuerpo CAS5. El efecto potenciador de
scFv CA5 también se estudié en la bioactividad de hFSH a 0,01 nM. Un aumento significativo del 160 % (p<0,01) se
obtuvo a la concentracion de scFv 36 nM (Figura 5). Este aumento fue similar al del anticuerpo completo, CA5
bivalente. Este resultado significa que el fragmento monovalente tiene las mismas propiedades potenciadoras de la
actividad de FSH que el anticuerpo CA5.

Aunque significativo (p<001), el efecto potenciador del anticuerpo CA5 en la bioactividad de FSH humana sigue siendo
menos significativo que en la bioactividad de FSH ovina para la cual se obtuvo un aumento de una unidad Log entre
la CE50 de oFSH y la del complejo oFSH/CAS.

- Anticuerpo monoclonal CH10
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El efecto modulador del anticuerpo CH10 se estudié en FSH ovina (oFSH) y en FSH humana (hFSH) (Gonal F,
Laboratorio SERONO).

La Figura 6 ilustra el efecto amplificador del anticuerpo CH10 (10 nM) en la bioactividad de la oFSH preparada a las
concentraciones 0,01 - 0,03 y 0,1 nM. A bajas concentraciones (0,01 y 0,03 nM), se obtiene un aumento del 185 % en
la respuesta celular con el complejo oFSH/CH10 (curvas Ay B). A la concentracion de 0,1 nM de oFSH, el aumento
es del 312 % con el complejo oFSH/CH10 (curva C). Estos aumentos son muy significativos (p<0,001).

El efecto potenciador de CH10 (1,3 nM) se midié en FSH humana preparada de 0,1 nM a 3 nM (Figura 7A y B). Se
observé un aumento moderado pero significativo (p<0,001) quedaria de 140 % a 150 %. Las CE50 medidas con
GraphPad Prism fueron de 2,85.10-"°M para hFSH y 3,17.10"°M para el complejo hFSH/CH10 (Figura 7C).

El efecto potenciador de CH10 se ejerce mas especificamente en FSH ovina, animal. Un efecto débil del anticuerpo
CH10 se observé en FSH humana.

EJEMPLO 3: MEDICION IN VIVO DEL EFECTO POTENCIADOR DE LIGANDOS DE LA INVENCION EN LA
BIOACTIVIDAD DE FSH Y LH/CG EN MODELO DE RATA

Después de su caracterizacion in vitro, el efecto potenciador de cada anticuerpo monoclonal se caracterizé in vivo, en
rata hembra por su efecto en la bioactividad de FSH y en rata macho por su efecto en la bioactividad de LH/CG, que
también reconocen.

Para medir la bioactividad de FSH, el protocolo utilizado fue el del ensayo bioldgico descrito por Steelman y Pohley
(Steelman SL, Pohley FM. Endocrinology, 53:604-616. 1953) [12]. Para medir la bioactividad de LH, el protocolo
utilizado fue el del ensayo descrito por Scobey et al. (Scobey et al, Reprod. Biol. Endocr. 3:61, 2005) [13].

El efecto de los anticuerpos en la actividad de la FSH se evalud utilizando FSH ovina y humana. El efecto de los
anticuerpos en la actividad de LH se evaludé en dos preparaciones de hCG (gonadotropina coriénica humana).

El analisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.,
version 5). Los resultados relacionados con experimentos realizados en lotes de 5 animales, analisis de varianza de
una variable, no paramétrico (ensayo de Kruskal Wallis), seguido de una correccion de Dunns, se aplicé o un ensayo
no paramétrico (ensayo de Mann-Whitney). Para los resultados relacionados con nimeros mayores (n> 30) obtenidos
de la compilacién de varios bioensayos, se aplicd un ensayo paramétrico (ensayo t de Student no emparejado) seguido
de una correccion de Bonferroni.

1/ Efecto potenciador de los anticuerpos en la bioactividad de FSH en Rata

El efecto potenciador de los anticuerpos CA5 y CH10 y su scFv se estudié en FSH ovina y en varias preparaciones de
FSH humana utilizadas en la reproduccion humana Gonal-F y Puregon (FSH recombinante de los laboratorios Merck
Serono y Merck Schering-Plough, respectivamente), Fostimon y Menopur (extractos de FSH comercializados por los
laboratorios Genevrier y Merck Schering-Plough, respectivamente).

Como se describe en el protocolo de Steelman y Pohley, las ratas inmaduras de 21 dias de edad recibieron 2
inyecciones por la mafiana y por la noche durante tres dias consecutivos, 100 pl de una mezcla de hCG y FSH que
comprende una cantidad constante de hCG (3,5 Ul) afiadida con una cantidad variable de FSH que varia de 0,5 a 1,5
Ul para FSH humana (Gonal F, Puregon, Fostimon, Menopur) o de 0,5 a 2 ug para FSH ovina (hormona extraida). Las
inyecciones se realizaron por via subcutanea en la nuca. Cada experimento comprendia al menos 4 lotes: un lote
tratado con solucién salina fisiologica (suero @), un lote tratado con el anticuerpo o scFv solo, un lote tratado con la
mezcla hCG+FSH, un lote tratado con la mezcla de hCG/FSH suplementada con 2 ug de anticuerpo o scFv purificado.

En el caso de un tratamiento con el complejo hormona/anticuerpo o scFv, antes de la inyeccion, la mezcla FSH +
anticuerpo se incubé previamente durante 20 minutos a 37 °C o a temperatura ambiente, después se afnadié a hCG.
La hCG puede mezclarse indiferentemente con FSH durante la incubacion del complejo.

El cuarto dia, las ratas se pesaron y sus ovarios extrajeron, se disecaron y después se pesaron. Los resultados se
expresan en miligramos de ovario/100 gramos de peso corporal. El aumento del peso de los ovarios es proporcional
a la cantidad de FSH bioactiva inyectada. Esto permite cuantificar y comparar la bioactividad de la misma cantidad de
hormona inyectada sola o en complejo con un anticuerpo.

La comparacion de la bioactividad de FSH inyectada sola o en complejo con el anticuerpo o scFv permite medir el
diferencial de respuesta y cuantificar asi el efecto potenciador del anticuerpo o de su scFv.

Efecto del anticuerpo CA5 y su scFv
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La figura 8A ilustra un ejemplo representativo del efecto del anticuerpo CA5 en la bioactividad de FSH ovina. Cada
lote incluia 5 hembras. El lote tratado con el anticuerpo CA5 inyectado solo presenté el mismo peso promedio de los
ovarios que las hembras del lote de control que recibieron soluciéon salina fisiologica (25,6 mg y 29,15 mg,
respectivamente). El lote que recibié terapia hormonal estandar (hCG 3,5 Ul +oFSH 0,5 ug) dio un peso ovarico
promedio de 85,7 mg significativamente mas alto que el lote de control (p<0,05). El lote tratado con FSH ovina
complejada previamente con el anticuerpo CA5 presenté un peso promedio de 198 mg, es decir, un aumento muy
significativo de la bioactividad de FSH del 231 % en comparacién con el lote que recibi6 el tratamiento hormonal
estandar (p<0,0001). El efecto potenciador de CA5 en la actividad de FSH ovina, in vivo, se analiz6 en varios
experimentos, cuyos resultados generales se presentan en la tabla 27. El aumento del peso medio de los ovarios,
registrado en tres experimentos, después de estimulacion con el complejo hormona/CA5 es altamente significativo
(p<0,0001).

Tabla 27
lote Media £ etm eficaz estadisticas
Suero @ 256+24 13
NS
CA5 29,15+ 4,6 15
hCG+oFSH 98,12 £ 6,37 13 b
hCG+oFSH+CA5 165,8 £+ 11,54 12 p<0,0001

El efecto de CA5 en FSH humana también se analizd en un gran nimero durante varios experimentos. Los resultados
se presentan en la tabla 28 a continuacién.

Tabla 28
lote Media + etm eficaz | estadisticas
hCG+hFSH 73,93 £ 1,525 77 o
hCG+hFSH+CA5 128,3 + 4,323 80 p<0,0001

El aumento medio del peso ovarico registrado en mujeres tratadas con el complejo hFSH Gonal F/CA5 es 173 %: el
peso medio del ovario pasa de 73,93 mg en mujeres que reciben tratamiento convencional a 128,3 mg en mujeres que
fueron tratadas con el complejo hormona/CA5. Esta diferencia es altamente significativa (p<0,0001, ensayo t no
emparejado).

Finalmente, el efecto potenciador se estudié en otras dos preparaciones de FSH humana (Puregon y Fostimon). Los
resultados ilustrados en la figura 8B son un ejemplo representativo. Un aumento significativo del 153 % se registré en
la actividad de FSH humana Puregon (p<0,05) y del 142 % en la actividad de FSH humana Fostimon (NS). Por
comparacion, El aumento de la actividad de FSH humana Gonal F fue del 179 % en este experimento (p<0,05).

En conclusion, el anticuerpo CA5 ejerce un efecto potenciador importante en la FSH ovina y un efecto potenciador
igualmente significativo en la actividad de FSH humana, de diferentes preparaciones farmacéuticas.

El efecto de scFv CA5 se estudio en el mismo protocolo que el anticuerpo completo. La figura 9A ilustra los resultados
obtenidos. El mismo efecto potenciador en la actividad de la FSH humana Gonal F se obtuvo con el anticuerpo
completo o con su scFv significativamente (p <0.05).

Diferentes métodos de inyecciéon de las mezclas hormona/scFv se evaluaron y se compararon con el protocolo
convencional (inyeccién subcutanea). Por tanto, un bioensayo tuvo como objeto comparar una inyeccién de la mezcla
hormonal por via intraperitoneal con una inyeccion de la mezcla hormonal por via intraperitoneal seguida de una
segunda inyeccion retardada del scFv CA5 15 minutos después (figura 9A). En ese caso, un aumento del 146 % se
obtuvo en las mujeres tratadas con el complejo hormona/scFv con un peso promedio de los ovarios que pasé de 61
mg (lote hCG+hFSH Gonal F) a 89 mg (lote scFv después hCG+hFSH Gonal F). Estos resultados son importantes
porque demuestran que el efecto potenciador de scFv CA5 puede tener lugar in vivo incluso si scFv se inyecta solo,
independientemente de la hormona y en diferido. EI complejo hormona/scFv puede formarse in vivo en el animal
tratado.

El efecto potenciador de scFv CA5 también se estudié en la actividad de FSH humanas Fostimon y Puregon (Figura
9B). Un aumento significativo de 140 % se obtuvo en la actividad de FSH Puregon (p<0,05) y un aumento no
significativo de 126 % en la actividad de FSH Fostimon (NS).

Efecto del anticuerpo CH10 y su scFv
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El efecto potenciador de CH10 en la actividad de FSH ovina, in vivo, se analizé durante varios experimentos, cuyos
resultados globales se presentan en la Figura 10A. La comparacion sobre tres experimentos de la respuesta entre las
ratas tratadas, con la mezcla hCG+oFSH vy las tratadas con el complejo hormona/CH10 destaca un aumento
significativo del 145 % (p<0,01). El pesomedio en los ovarios registrado fue 87,55 + 3,724 mg en hembras tratadas
con la mezcla hCG+oFSH (n = 12) a 126,6 + 9,6 mg/100 g de peso corporal en ratas tratadas con el complejo
hormona/CH10 (n = 13). No se observé ningun efecto del anticuerpo CH10 solo en la respuesta ovarica.

El efecto potenciador de CH10 en la FSH humana Gonal-F también se analizé en un gran nimero durante varios
experimentos. Los resultados se presentan en la tabla 29 a continuacion y en la Figura 10B.

Tabla 29
lote Media + etm eficaz | estadisticas
hCG+hFSH GONAL F 73,93 £ 1,525 77 o
hCG+hFSH Gonal F+CA5 128,3 + 4,323 80 p<0,0001

Un aumento del 170 % en el peso ovarico medio se registré en las mujeres tratadas con el complejo Gonal F/CH10.
Esta diferencia es altamente significativa (p<0.0001, ensayo t no emparejado).

También se buscé el efecto potenciador de CH10 en las FSH humanas Puregon y Fostimon (Figura 11A). Se obtuvo
un aumento significativo de 145 % y 174 % respectivamente (p<0,05). La figura 11B ilustra el efecto del complejo
hFSH Gonal F/scFv CH10 en inyeccion convencional por via subcutanea y en inyeccion retardada en el tiempo por
via intraperitoneal. Se obtuvo un aumento significativo del 160 % (p<0,05) mediante inyeccién convencional y un
aumento del 150 %, aunque no significativo, mediante inyecciones independientes de scFv CH10 y hFSH por via
intraperitoneal. Por tanto, el efecto potenciador de scFv CH10 puede tener lugar in vivo, ya sea inyectado por separado
o preincubado con la hormona.

Efecto potenciador de los anticuerpos en la bioactividad de LHICG en Rata

Debido al alto coste de la LH ovina, estos ensayos bioldgicos se realizaron con hCG, facilmente disponible, en una
forma muy pura y econdmica. El efecto de los anticuerpos se estudié en dos preparaciones de hCG humana
(gonadotropina coridnica humana) extraidas, una utilizada en reproduccién humana en el contexto de tratamientos de
procreacion médicamente asistida: ENDO 5000 (laboratorio Schering-Plough) y la otra utilizada en medicina
veterinaria: Chorulon (laboratorio MSD).

Segun el protocolo de Scobey y colaboradores [13], la bioactividad de LH o hCG se cuantificé en relaciéon con el
aumento del peso de las vesiculas seminales cuyo desarrollo es andréogeno-dependiente. El peso varia en proporcion
a la actividad de hCG vy, por tanto, permite cuantificar y comparar la actividad bioldgica de la hormona inyectada sola
o en complejo con el anticuerpo estudiado. El protocolo se realiz6 con ratones de 25 dias inyectados por via
subcutanea, una vez al dia durante cuatro dias con 100 pl de 1,5 Ul de hCG o de una mezcla de 1,5 Ul de hCG + 2
Mg de anticuerpo previamente incubado durante 20 minutos a 37 °C. El quinto dia, las ratas se pesaron y después se
sacrificaron. Sus vesiculas seminales (VS) se extrajeron, se disecaron y se pesaron. El peso de las vesiculas
seminales se expresa en mg/100 g de peso corporal para poder comparar y combinar los resultados obtenidos con
diferentes lotes. En cada experimento, cada una de las condiciones se probd en un lote de 5 ratas. El mismo
experimento se repitid varias veces.

El efecto de CA5 en las dos preparaciones de hCG: Chorulon y Endo 5000 se ilustra en la figura 12. El histograma A
es un ejemplo representativo de un bioensayo realizado en 6 lotes de 5 ratas. Un efecto potenciador muy significativo
(p<0,0001, ensayo de Krustal y Wallis) se obtuvo con el complejo hCG Chorulon/CA5 con un aumento del 196 % en
el peso de las vesiculas seminales en comparacion con el lote tratado con hCG sola. También se obtuvo un efecto
significativo con el complejo hCG ENDO 5000/CA5 con un aumento de peso del 193 % (p<0,01). Se observa que el
lote tratado con el anticuerpo CA5 solo no muestra ningin cambio en el peso de las vesiculas seminales en
comparacioén con los animales de control tratados con solucién salina fisioldgica: el anticuerpo solo no tiene efecto en
el érgano diana a diferencia del complejo.

La suma de los resultados obtenidos durante las repeticiones de este bioensayo con las dos hCG confirma un efecto
potenciador altamente significativo (p<0,0001, Ensayo-t no emparejado) del complejo hormona/CAS5:

- en un numero de 53 y 56 animales respectivamente, el peso medio de las VS fue de 28,8 mg/100 g en ratas
tratadas con hCG Chorulon y 46,7 mg/100 g en ratas tratadas con el complejo (aumento del 162 %) (Figura 12B)

- en un numero de 26 y 30 animales respectivamente, el peso medio de las VS fue de 24,64 mg/100 g en ratas
tratadas con hCG ENDO 5000 y 48,13 mg/100 g en ratas tratadas con el complejo (aumento del 195 %) (Figura
12C).

El anticuerpo CH10 también exhibié un efecto potenciador significativo en hCG Chorulon y hCG ENDO 5000, in vivo,
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en rata.

La figura 13A ilustra un caso representativo de bioensayo realizado en 6 lotes de 5 ratas. Un efecto potenciador muy
significativo (p<0,0001, ensayo de Krustal y Wallis) se obtuvo con el complejo hCG Chorulon/CH10 con un aumento
del 193 % en el peso de las vesiculas seminales en comparacion con el lote tratado con hCG sola. Un efecto
significativo también se obtuvo en el lote tratado con el complejo hCG ENDO 5000/CH10 con un aumento de peso del
199 % (p<0,0001). Se observa que el lote tratado con el anticuerpo CH10 solo no muestra ningiin cambio en el peso
de las vesiculas seminales en comparacion con los animales de control tratados con solucion salina fisiologica. CH10
no complejado con la hormona, por tanto, no tiene un efecto especifico en el érgano diana.

La compilacion de los resultados obtenidos durante las repeticiones de este bioensayo con las dos hCG confirma un
efecto potenciador altamente significativo (p<0,0001, Ensayo-t no emparejado) del complejo hormona/CH10:

- en un numero de 34 y 35 animales respectivamente, el peso medio de las VS fue de 29,6 mg/100 g en ratas
tratadas con hCG Chorulon frente a 50,04 mg/100 g en ratas tratadas con el complejo (aumento del 169 %) (Figura
13B)

- en un numero de 13 y 15 animales respectivamente, el peso medio de las VS fue de 24,64 mg/100 g en ratas
tratadas con hCG ENDO 5000 y 51,39 mg/100 g en ratas tratadas con el complejo (aumento del 208 %) (Figura
13C).

EJEMPLO 4: MEDICION IN VIVO DEL EFECTO POTENCIADOR DE LOS LIGANDOS DE LA INVENCION EN LA
BIOACTIVIDAD DE LAS GONADOTROPINAS ENDOGENAS EN OVEJA

Después de haber demostrado y caracterizado el efecto potenciador in vivo, de los anticuerpos monoclonales CA5 y
CH10, en un roedor (animal de tamafio pequefio), el objeto era estudiar el efecto de cada anticuerpo en la actividad
de FSH en un animal de produccion, mas grande: la oveja.

Para ello, se realizé un estudio en ovejas de lle de France, en pubertad, todas de la misma edad, para evaluar el efecto
potenciador de los anticuerpos en las hormonas propias de las ovejas tratadas (hormonas endégenas). El estudio de
especificidad demostré una fuerte unién de los anticuerpos CA5 y CH10 para FSH ovina y una unién mas variable
para LH ovina. En este sentido, un tratamiento que comprende solo la inyeccién de un anticuerpo solo se desarrolld
para evaluar su eficacia.

En los protocolos implementados en oveja, por tanto, cada anticuerpo se inyectd solo y no se incub6 previamente con
FSH exdgena como se hizo en estudios en rata. Ademas, cada anticuerpo se inyectd en ovejas libres de cualquier
estimulacion previa del ovario: los animales no recibieron ningun tratamiento hormonal para estimular la ovulacién con
una gonadotropina antes de la inyeccion del anticuerpo.

El efecto potenciador de los anticuerpos anti-FSH CA5 y CH10 se evalud durante los protocolos realizados en la
temporada sexual completa (enero) o al final de la temporada sexual (finales de marzo). Todos los protocolos se
realizaron en ovejas cuyo ciclo ovulatorio se sincronizé previamente mediante la instalacion de una esponja vaginal
impregnada con un progestageno (45 mg de acetato de fluorogestona (FGA) - MSD) durante 14 dias. El efecto
potenciador se analizé comparando la respuesta ovulatoria (nUmero de ovulaciones) y la colocacién de uno o mas
cuerpos luteos funcionales de buena calidad (amplitud de la secrecidon de progesterona) en ovejas control (lote de
suero fisiolégico), ovejas estimuladas con un tratamiento de FSH porcina (lote de FSH) y ovejas estimuladas con un
anticuerpo solo (lote de anticuerpo).

En cada protocolo, una dosificacion de la LH plasmaticas se realizé mediante el método ELISA para detectar y marcar
el pico preovulatorio de LH. Para evaluar la respuesta ovulatoria, se realizdé una observacion endoscopica de los
ovarios por laparoscopia, bajo anestesia, ocho dias después de la extracciéon de la esponja vaginal, para contar la
cantidad de cuerpos luteos y observar su aspecto.

Para evaluar la funcionalidad y la calidad del cuerpo o cuerpos luteos, un ensayo ELISA cuantitativo de progesterona
se realiz6 a partir de muestras de sangre diarias del primer al 21°" dia después de extraerr la esponja.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism Versién 5.0 (GraphPad, San Diego, CA,
EE. UU.).

Anticuerpo CA5

El efecto potenciador del anticuerpo CA5 (IgG) se evalué en dos protocolos (1 y 2) durante la temporada sexual y al
final de la temporada sexual.

En el protocolo 1, realizado al final de la temporada sexual:

- el lote "anticuerpo CA5" (n = 6) recibié tres inyecciones de CA5 purificado por via intramuscular: 2 mg 4 dias antes
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de extraer la esponja, 1 mg antes de la extraccion y 1 mg al extraer la esponja.

- el lote "control" (n = 5) recibié una inyeccién de solucién salina fisiolégica, por via intramuscular, 24h antes de
extraer la esponja

- ellote "FSH" (n = 5) recibié una inyeccion intramuscular de 100 ug de FSH porcina (pFSH) 24h antes de extraer la
esponja y 90 ug 12h antes de extraerla.

El analisis de la respuesta ovulatoria dio los resultados presentados en la tabla 30 a continuacion.

Tabla 30
Lote suero ® | Lote FSH | Lote CA5 solo | EstadisticAs
Numero de ovejas por lote 5 5 6
Numero de ovejas que han ovulado por lote 2/5 (40 %) 2/5 (40 %) 2/6 (35 %) NS
Numero de cuerpos luteos por oveja ovulada 1,5+0,7 3+28 1,5+0,7 NS

Momento del pico de LH (horas después de la

N 72 £17 60+0 78 £ 25 NS
extraccion)

El analisis estadistico se realizd mediante un ensayo exacto de Fisher.

En comparacion con los lotes de control y FSH, Los resultados obtenidos en el lote CA5 no muestran efecto significativo
en la respuesta ovulatoria. Ninguno de los pardmetros medidos presentan tendencia.

El perfil de secrecion de progesterona durante la fase lutea obtenida en los tres lotes, se ilustra en la figura 14. Para
cada individuo, los valores de concentraciéon de progesterona (ng/ml) se normalizaron por nimero de cuerpos luteos.
Cada curva representa la media de los valores de progesterona obtenida en las hembras de cada lote en un tiempo t.

Un efecto significativo del anticuerpo CA5 se observo en la intensidad de la secrecion de progesterona por el cuerpo
liteo y en el inicio de su establecimiento (Figura 14A). De hecho en la curva CA5 se observa, con respecto a las curvas
de los lotes de FSH y suero ®, un comienzo de la secrecidon de progesterona desde J4 seguido de un aumento
significativo de la secrecidon que se mantiene durante toda la fase lutea hasta el final del ciclo. Los valores medios de
progesterona en J10 son 1,38 ng/ml - 0,92 et 0,52 ng/ml respectivamente para los lotes CA5, FSH y suero @ y de 2,58
- 1,7 y 1,18 ng/ml en J15. La comparacion de las tres curvas se realiz6 mediante un ensayo t no paramétrico
emparejado (ensayo de Wilcoxon). Por tanto, la curva del lote CA5 es mas alta que la curva del lote FSH y
significativamente diferente (p<0,01), lo mismo con la curva del lote de control (p<0,001). La curva del lote de FSH es
mas alta y significativamente diferente de la del lote de control (p<0,001).

Para cuantificar este aumento significativo y constante en el nivel de secrecién de progesterona hasta el final del ciclo
en ovejas en estimulacion con CA5, se realizé un célculo ddel area bajo la curva (AUC) con el software GraphPad
Prism version 5.0. Los resultados se ilustran en la figura 14B y muestran que el AUC de la curva CA5 (23,61 unidades
arbitrarias) tiende a ser mayor que el AUC de la curva de suero ® (8 unidades) pero esta diferencia no es significativa.
Asimismo, El AUC de la curva FSH (12 unidades) no es significativamente diferente de la curva de control.

En conclusidn, la inyeccion de CA5 en ovejas da los mismos resultados que un tratamiento convencional con FSH en
términos de induccion de ovulacion, pero permite el establecimiento mas rapido de la secrecion de progesterona y el
mantenimiento de un cuerpo luteo funcional mas eficaz con un mayor nivel circulante de progesterona, garantizando
un mejor éxito del desarrollo embrionario precoz y el mantenimiento de la gestacién (disminucion del riesgo de aborto).

En el protocolo 2, realizado en temporada sexual:

- ellote "anticuerpo CA5" (n = 7) recibi6 una unica inyeccion intramuscular de 2 mg de anticuerpo CA5 24h antes de
extraer la esponja.

- el lote "control" (n = 9) recibié una inyeccién de solucién salina fisiolégica, por via intramuscular, 24h antes de
extraer la esponja

- ellote "FSH" (n = 11) recibié una inyeccién intramuscular de 100 ug de FSH porcina (pFSH) 24h antes de extraer
la esponja y 90 ug 12h antes de extraerla.

El andlisis de la respuesta ovulatoria dio los resultados presentados en la tabla 31 a continuacion. El andlisis estadistico
se realizd6 mediante un ensayo exacto de Fisher.
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Tabla 31
Lote suero ® | Lote FSH | Lote CA5 solo | EstadisticAs
Numero de ovejas por lote 9 11 7

Numero de ovejas que han ovulado por lote

419 (44 %)

4/11 (36 %)

717 (100 %)

*kk

p<0,0001

Numero de cuerpos luteos por oveja del lote 0,67 +£0,3 0,9+0,5 1,5+04 NS, p=0,06
Numero de cuerpos luteos por oveja ovulada 1,5+£0,3 3x14 1,5£04 NS
Momento del pico de LH (horas después de la 64 + 13 56+ 7 57444 NS

extraccion)

En comparacién con los lotes de control y FSH, Los resultados obtenidos en el lote CA5 muestran un efecto muy
significativo del anticuerpo inyectado solo en la respuesta ovulatoria. En efecto, el 100 % de las hembras (7/7) que
recibieron una inyeccién de 2 mg de anticuerpos ovularon frente al 44 % y 36 % respectivamente para el lote suero ®
y el lote FSH (p<0,0001, ensayo exacto de Fisher). El niumero de cuerpos luteos obtenidos por hembra del nimero
total en el lote es incluso superior en el lote "CA5" y casi significativamente (p = 0,06, ensayo t de Mann-Whitney): 1,5
cuerpos luteos frente a 0,9 (FSH) y 0,67 (suero ®) respectivamente. El nimero medio de cuerpos luteos por hembra
en ovulacién no fue significativamente diferente entre los tres lotes.

El tiempo medio de inicio del pico LH no es significativamente diferente entre los tres lotes. A pesar de todo se observa
una tendencia hacia una menor variabilidad en la llegada del pico LH (y, por tanto, del momento de la ovulacion) en el
lote CA5 en comparacion con el lote FSH y especialmente el suero ©.

El perfil de secrecion de progesterona durante la fase lttea después de la ovulacion, se ilustra en la figura 15A. Para
cada individuo, los valores de concentraciéon de progesterona (ng/ml) se normalizaron por nimero de cuerpos luteos.
Cada curva en la figura representa la media de los valores de progesterona obtenidos en las hembras de cada lote.
Un efecto notable del anticuerpo CA5 se observo en la intensidad de la secrecion de progesterona: se observé un
aumento significativo y muy significativo en la secrecién de progesterona por el cuerpo luteo a lo largo de la fase lutea
en comparacion con las curvas del lote FSH y del lote suero ®. Los valores medios en J10 son 2,44 ng/ml, 1,3 y 0,62
ng/ml respectivamente para los lotes CA5, FSH y suero @, y 2,88 - 1,42, y 1,18 ng/ml en J15. La comparacion de las
tres curvas se realizé mediante un ensayo t no paramétrico emparejado (ensayo de Wilcoxon). La curva del lote CA5
es significativamente mayor y diferente de la curva del lote FSH (p<0,01), lo mismo con la curva del lote de control
(p<0,001). La curva del lote FSH es significativamente diferente de la del lote de control (p<0,001).

Para cuantificar este aumento notable y constante en el nivel de secrecidon de progesterona por el cuerpo luteo a lo
largo de la fase lutea del ciclo en ovejas con estimulacion de CA5, se realizé un calculo ddel area bajo la curva (AUC)
con el software GraphPad Prism version 5.0. Los resultados se ilustran en la figura 15B y muestran que el AUC de la
curva CA5 (24,20 unidades) es significativamente mayor en un factor de 3 del AUC de la curva de suero @ (8,1)
(p<0,05, ensayo t no paramétrico de Mann-Whitney). Por el contrario, el AUC de la curva FSH no es significativamente
diferente de la curva de control.

En conclusion, el uso del anticuerpo CA5 en forma de una inyeccion intramuscular Unica de 2 mg dio resultados
significativamente mejores que un tratamiento convencional con FSH al permitir:

1- induccién de la ovulacion en el 100 % de las hembras estimuladas

2- desarrollo de un cuerpo luteo de mejor calidad con una secrecion de progesterona mucho mayor que la
observada después del tratamiento con FSH y un establecimiento muy rapido desde J4. Cabe sefalar que el
impacto de esta propiedad adicional de CA5 en comparacion con el tratamiento con FSH es muy significativo. En
efecto, la concentracion plasmatica de progesterona es un factor fundamental en el desarrollo embrionario,
particularmente en sus primeras etapas.

El establecimiento mas rapido de la secrecidn de progesterona y el mantenimiento de un cuerpo luteo funcional mas
eficaz con un mayor nivel circulante de progesterona es la garantia de un mejor éxito del desarrollo embrionario precoz
y el mantenimiento de la gestacion con una disminucién del riesgo de aborto.

Todos los resultados indican que los anticuerpos potenciadores, particularmente CA5, inyectado in vivo en oveja es
capaz de formar complejos con hormonas gonadotrépicas endégenas del animal y de potenciar la actividad biolégica
de las hormonas especificas del animal.

El efecto potenciador del anticuerpo CA5 en oveja es capaz de inducir una estimulaciéon mas fuerte del ovario que el
tratamiento estandar con la hormona FSH: la induccién de las ovulaciones es del 100 % en la temporada sexual y en
todos los casos un aumento significativo en la concentracién circulante de progesterona, del 200 al 300 % se mantiene
durante toda la fase lutea. Este efecto adicional es importante para reducir las tasas de fracaso del desarrollo
embrionario dependiente de progestina y los riesgos de aborto.
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EJEMPLO 5: MEDICION IN VIVO DEL EFECTO POTENCIADOR DEL LIGANDO CA5 DE LA INVENCION EN A
BIOACTIVIDAD DE LAS GONADOTROPINAS ENDOGENAS EN TERNERA

Después de haber demostrado y caracterizado el efecto potenciador del anticuerpo monoclonal CA5 in vivo en rata y
oveja, el objeto era estudiar su efecto en la actividad de gonadotropinas endégenas en un animal mas grande: la
ternera. Para ello, un tratamiento que no comprende mas que la inyeccion del anticuerpo solo se realiz6 en la ternera
Prim 'Holstein para evaluar su eficacia. Estas terneras estaban libres de cualquier estimulacion previa del ovario, los
animales no habiendo recibido tratamiento hormonal para estimular la ovulaciéon con una gonadotropina antes de la
inyeccion del anticuerpo.

El protocolo destinado a evaluar el efecto potenciador del anticuerpo CAS5 se realiza en terneras Prim'Holstein de 20 a
22 meses, cuyo ciclo ovulatorio se sincronizdé previamente colocando un implante de progestageno (3,3 mg de
Norgestomet, Crestar® - MSD) durante 7 dias. Una inyeccién de GnRH (0,004 mg de acetato de buserelina, Crestar®
Pack - MSD) se realiz6 el dia de la colocacion del implante, seguido de una inyeccion de prostaglandinas 24 horas
antes de la extraccion del implante (Prosolvin® - Virbac).

Los animales se separaron en dos lotes:

- el lote "CA5" (n = 4) recibio dos inyecciones de 11 mg de anticuerpo CA5 purificado por via intramuscular: las
primeras 24 horas después de la colocacién del implante y las segundas 24 horas antes de la extracciéon del
implante de progestageno.

- ellote "control" (n = 3) recibid dos inyecciones de solucion salina fisiologica, por via intramuscular, las primeras 24
horas después de la colocacion del implante y las segundas 24 horas antes de la extraccién del implante de
progestageno.

El efecto potenciador se analizé comparando la respuesta ovulatoria (ovulacion o no) y el establecimiento de un cuerpo
lateo funcional de buena calidad (tamafio del cuerpo luteo y amplitud de la secrecién de progesterona) en terneras de
control (lote solucién salina fisioldgica) y en terneras tratadas solo con el anticuerpo (lote CA5).

Un ensayo de LH y estradiol en plasma se realiz6 mediante el método ELISA para detectar y marcar el pico
preovulatorio de LH, y para seguir la secrecién de estradiol. Para evaluar la respuesta ovulatoria y el tamafio del cuerpo
luteo, se realizaron ecografias de ovario diariamente. Finalmente, para evaluar la funcionalidad y la calidad del cuerpo
luteo, se realizé un ensayo ELISA cuantitativo de progesterona a partir de muestras de sangre diarias desde el dia de
la colocacion del implante el 21°" dia después de la extraccion del implante.

Las novillas se inseminaron y se realizé un diagnéstico de gestacion por ecografia 35 dias después de la inseminacion.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism Versién 5.0 (GraphPad, San Diego, CA,
EE. UU.).

La respuesta ovulatoria se comparé primero en los dos lotes de terneras midiendo los niveles circulantes de estradiol.
Los resultados presentados en la Figura 16A ilustran el perfil de secrecion de estradiol en dos terneras representativas
de cada lote. El pico de estradiol observado en JO es de mayor amplitud en el tratamiento con una concentracion de
9,2 pg/ml frente a 6,6 pg/ml en el control en JO y de 10,5 pg/ml frente a 8,8 pg/ml en el control en J1,5 (no significativo).
El promedio de los resultados de las terneras de cada lote se representa como un porcentaje de la concentracién basal
de estradiol medida en el momento de la colocacién del implante (Figura 16B). Las mismas tendencias se encuentran
con un pico de estradiol cuya amplitud tiende a ser mayor en el lote tratado con el anticuerpo CA5 en comparacion
con las terneras del lote de control: en la extraccion del implante (JO) con 149 + 16 % frente a 133+ 7 % y, en J1,5
después de la extraccion del implante, 161 + 6 % frente a 144 + 8 % (no significativo). El nivel de estradiol entre J3 y
J8 indica en los dos lotes un segundo pico de secrecion, mas reducido, reflejando una segunda especie folicular. En
el lote CA5, el aumento en la concentracion de estradiol tiende a ser mas precoz que en el grupo control: en J6 es 113
*+ 3 % en terneras tratadas con CA5 frente a 104 + 0,5 en los controles.

El analisis del area bajo la curva del pico de estradiol en los dos lotes de terneras (Figura 16C) también ilustra una
tendencia, aunque no significativa, para obtener un pico de estradiol mas alto en el lote tratado con CA5 (area de 129,5
+ 20 unidades) que en el lote de control (area de 97,5 £+ 18 unidades).

En general, los resultados muestran una tendencia, aunque no significativa, a tener una mejor secrecion de estradiol
en terneras tratadas con el anticuerpo CA5, que puede reflejar una mejor calidad de la fase folicular.

Los resultados para el pico preovulatorio de LH se ilustran en la Figura 17. No muestran ninguna diferencia en
comparacion con el momento de aparicion del pico de LH (Figura 17A): en el lote de control, el pico de LH ocurrié 44h
+ 8h después de la extraccion del implante frente a 40,5h £ 5,1h en el lote tratado con el anticuerpo CA5. La
concentracion méaxima del pico de LH es 4,8 + 1,8 ng/ml de LH en el grupo de control contra 9,8 + 1,2 ng/ml en terneras
tratadas con el anticuerpo CA5 (Figura 17B). La concentracion maxima de LH durante el pico preovulatorio tiende a
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ser mayor en el lote tratado con el anticuerpo, pero esta tendencia no es significativa. La misma tendencia se observa
con respecto al area bajo la curva del pico preovulatorio de LH: es 64,5 + 5,8 unidades arbitrarias en terneras de
control frente a 98 + 4,8 en terneras tratadas con el anticuerpo CA5 (Figura 17C). Sin embargo, esta tendencia hacia
un pico de LH mas alto en terneras tratadas con CA5 no es significativa.

El analisis ecografico después de la ovulacién cada que todas las terneras en los dos lotes tenian una mono-ovulacion.

Después se analiz6 la calidad de la fase lutea midiendo regularmente el tamafio del cuerpo luteo por ecografia para
seguir su desarrollo. Los resultados ilustrados en la figura 18A indican que el lote de terneras tratadas con CA5 tienden
a tener un cuerpo luteo mas grande (26 + 2 mm de diametro) que el lote de terneras de control (22 £ 1 mm de diametro).
Esta diferencia aun no es significativa.

La medicion de la concentracion plasmatica de progesterona durante toda la fase lutea se muestra en la Figura 18B.
Muestra una diferencia muy significativa entre los dos lotes (p<0,001). El nivel de progesterona circulante se expresa
como un porcentaje de la concentracion basal medida al extraer el implante. En J9 después de la extraccién, es 668
1+ 85 % en el lote de control frente a 1266 + 254 % en el lote tratado con el anticuerpo, un aumento de 1,9 veces en
comparacion con el lote de control. En J20 después de la extraccion, es 646 + 74 % en el lote de control frente a 1598
+ 327 % en el lote tratado con el anticuerpo, un aumento de 2,47 veces en comparacion con el lote de control. Estos
resultados reflejan una mejor calidad del cuerpo liteo con una tendencia a tener un diametro mayor y especialmente
una mayor secrecion de progesterona en terneras tratadas con el anticuerpo CA5. Cabe sefialar que una mejor calidad
funcional del cuerpo luteo durante la fase lutea es primordial en el éxito del implante del embrién y su desarrollo precoz.
Disminuye el riesgo de abortos precoces.

Los diagnosticos de gestacion realizados 35 dias después de la inseminacion artificial indicaron que todas las terneras
en cada uno de los lotes eran gestantes.

En conclusion, estos resultados muestran que las terneras tratadas con el anticuerpo CA5 tienden a tener una mejor
respuesta estrogénica, aunque no son significativas durante la fase folicular y tienen una secrecion significativamente
mayor de progesterona durante la fase Iutea.

EJEMPLO 6: MEDICION IN VIVO DEL EFECTO POTENCIADOR DEL LIGANDO CA5 DE LA INVENCION EN LA
BIOACTIVIDAD DE LAS GONADOTROPINAS ENDOGENAS EN MONA.

Después de haber demostrado y caracterizado el efecto potenciador del anticuerpo monoclonal CA5 in vivo en rata,
oveja y ternera, su efecto potenciador se estudioé en una especie parecida a la humana: el mono Cinomolgo (macaca
fascicularis). Para ello, se realizé un estudio en macacos en pubertad de al menos 36 meses de edad, para evaluar el
efecto potenciador del anticuerpo en la FSH humana y en la hormona endégena del macaco tratado.

Para ello, se realizé un estudio en cuatro macacos pubescentes de al menos 36 meses de edad. El anticuerpo CA5
se inyecté 20 minutos después de una inyeccion de FSH exdgena, es decir, solo. El primer dia de la menstruacion,
los macacos recibieron una inyeccion de 1,5 mg de preparacion de GnRH de liberacion prolongada (Décapeptyl® L.P.
3 mg - IPSEN Pharma) por via intramuscular. Quince dias después, las cuatro monas recibieron un tratamiento
diferente:

- animal tratado con 25 Ul durante 8 dias (lote "25Ul X 8"): se realiz6 una inyeccién diaria de 25 Ul de FSH humana
(pluma precargada Gonal-f® - Merck Serono) por via subcutanea, durante 8 dias

- animal tratado con 25 Ul un dia (lote "25U1 X 1"): una inyeccion unica de 25 Ul de FSH humana (pluma precargada
Gonal-f® - Merck Serono) por via subcutanea, se realiz6 el primer dia de tratamiento

- animal tratado con CA5 + hFSH (lote "CA5+hFSH"): se realiz6 una inyeccion Unica de anticuerpo CA5 (80 ug) por
via subcutanea 20 minutos después de la inyeccion de 25 Ul de FSH humana (pluma precargada Gonal-f® - Merck
Serono), solo el primer dia de tratamiento

- animal tratado con CA5 solo (lote "CA5"): una inyeccién Unica de anticuerpo CA5 solo (88,5 ug), se realizé por via
subcutanea sin inyeccién de hormona exdgena, solo el primer dia de tratamiento.

El efecto potenciador se analizé comparando el crecimiento folicular inducido por el tratamiento. Para ello, se realizaron

ecografias de ovario transabdominales cada 48 horas para contar los foliculos y medir su superficie (expresada en
2

mm?).

El efecto obtenido con una inyeccion del anticuerpo CAS5 realizada 20 minutos después de la inyeccion de 25 Ul de
hFSH (lote "CA5+hFSH") se compard con el de una inyeccion de 25 Ul de hFSH (lote "25Ul1 X1") y la de 8 inyecciones
diarias de 25 Ul de hFSH (lote" 25Ul X8"). Los resultados ilustrados en la Figura 19A muestran que al 9° dia después
de comenzar el tratamiento con FSH, la mona tratada con una sola inyeccién de 25 Ul de hFSH no presenta ningun
foliculo estimulado (area bajo la curva, nula). Por el contrario, la mona tratada solo una vez con la mezcla "CA5+hFSH"
el primer dia de tratamiento, tenia 8 foliculos en crecimiento con un area folicular total de 37 mm? igual a la medida en
Ramon que recibié 8 inyecciones de hFSH ("25U1 X8") que fue de 35 mm? con 11 foliculos estimulados. Por tanto, una
sola inyeccion del complejo CA5+hFSH 25 Ul estimulo los ovarios con la misma eficacia que 8 inyecciones de 25 Ul
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de hFSH. Este resultado destaca un efecto potenciador de CA5, in vivo en la mona, dando como resultado una
estimulacion folicular. En efecto, la semivida de FSH es inferior a 1 hora, los efectos observados con CA5 no pueden
atribuirse Unicamente a un efecto en la hFSH inyectada, sino que también reflejan un efecto en la FSH enddgena de
la mona.

Después se estudio el efecto de una inyeccion del anticuerpo CA5 inyectado solo ("CA5") y se compard con el de una
inyeccion de 25 Ul de hFSH ("25U1 X1") y el de 3 inyecciones diarias de 25 Ul de hFSH (lote "25Ul X3"). Un efecto
estimulante del anticuerpo inyectado solo se observé de forma 6ptima solo 3 dias después de su inyeccién. Los
resultados ilustrados en la Figura 19B muestran que el 3er dia de tratamiento la mona que recibié una sola inyeccion
de anticuerpo solo ("CA5") presenta estimulacién ovarica con 5 foliculos en crecimiento que representan un area de
32,6 mm?2. Comparativamente, la mona que ha recibido tres inyecciones de 25 Ul de hFSH ("25Ul X3") presentaba
solo una estimulacion muy débil con 1 solo foliculo en crecimiento cuya area era 1,6 mm?2. Después del 3¢ dia de
tratamiento, la estimulacién ovarica inducida por CA5 solo no se mantuvo y los foliculos estimulados desaparecieron.
Para mantener el efecto de estimulacion en los ovarios probablemente habria sido necesaria una inyeccion adicional
de anticuerpo o un ajuste de la dosis inyectada en J1. Sin embargo, este resultado indica que el anticuerpo CA5
inyectado solo fue capaz de formar complejo con la FSH enddgena de la mona y potenciar su actividad bioldgica lo
suficiente como para inducir un inicio de estimulacion ovarica.

EJEMPLO 7: PREDICCI()N DEL EPITOPO RECONOCIDO POR LOS LIGANDOS CA5 Y CH10 DE LA INVENCION,
Y PREDICCION DE SU PARATOPO.

El epitopo respectivo de los anticuerpos CA5 y CH10 se determiné en hormonas gonadotrépicas de diferentes
especies utilizando un algoritmo de acoplamiento de proteinas basado en un modelo de la estructura de proteinas
mediante un diagrama de Voronoi y una optimizacién mediante diferentes métodos de aprendizaje evolutivo de las
funciones de puntuacién que permiten diferenciar conformaciones nativas y no nativas (Bernauer et al., Bioinformatics
2007, 5:555) [14], (Bernauer et al., Bioinformatics 2008, 24:652) [15], (Bourquard et al., PLoS One 2011, 6:18541)
[16] y (Bourquard et al., Sci. Reports 2015, 5: 10760) [17].

Cada anticuerpo se acoplé con FSH humana (hFSH), LH humana (hLH), CG humana (hCG), FSH ovina (oFSH) y LH
ovina (oLH), FSH porcina (pFSH) y LH porcina (pLH). Las estructuras cristalograficas de hFSH y hCG estan disponibles
en Protein Data Bank (PDB): 4MQW y 1QFW respectivamente. Se utilizé la estructura de la FSH humana complejada
con el dominio extracelular del receptor de la FSH humana (Fan y Hendrickson, Nature 2005, 433:269) [18]. Para otras
hormonas (hLH, oFSH, oLH, pFSH y pLH), se produjeron modelos de homologia y después se usaron para
acoplamiento.

1/ Epitopo y paratopo del ligando CAS5.

Como la estructura 3D del anticuerpo CA5 no esta disponible, el estudio se realizé a partir de secuencias de los
fragmentos monovalentes VH y VL de CA5. Para ello, se realizaron modelos por homologia de las partes variables.
Los modelos de VH y VL se realizaron por separado, a partir de diferentes estructuras, y su orientacion relativa se
determind a partir de la estructura que sirvié de soporte para el modelado de VH. Las estructuras utilizadas para los
modelos de homologia estan disponibles en Protein Data Bank (PDB): 30KK para VH de CA5 y 3MBX para VL de
CAS5.

Los resultados del acoplamiento se ilustran en la Figura 20. Parece que el ligando CA5 se acopla de manera similar a
las siete hormonas diana. El epitopo se define por varias regiones ubicadas de manera discontinua en la subunidad
beta esencialmente y por dos restos en la subunidad alfa de las gonadotropinas estudiadas. El epitopo también se
relaciona con diez restos del ectodominio del receptor de FSH humano. El epitopo del ligando CA5 es, por tanto, muy
conformacional: esta formado por varias regiones secuenciales de la hormona y de una secuencia del receptor, que
estan espacialmente cerca en la conformacion nativa de la hormona y el receptor activado.

Los diferentes restos de la hormona y del receptor implicados en la interfaz con el ligando CA5 estan rodeados por
rectangulos en la figura 20. Los cinco restos observados en gris en la subunidad beta de hFSH estan implicados en la
interaccion principal y tienen un papel importante en el reconocimiento de anticuerpos/antigenos: es la serina en la
posicion 22 (Ser22), glicina en la posicién 65 (Gly65), cisteina en la posicion 66 (Cys66), arginina 97 (Arg97) y Glicina
98 (Gly98) en la subunidad beta de hFSH. Los restos Gly65 y Cys66 estan presentes en la secuencia de todas las
otras hormonas diana.

El ligando CA5 también reconoce los restos 97 a 100 y 102 a 109 en el extremo C-terminal de la subunidad beta FSH.
Esta regién que constituye una zona de seguridad, desempefia un papel importante en la estabilizacion de la
asociacion del dimero alfa/beta de la hormona. Por tanto, parece que la unién del ligando CA5 a la hormona asegura
el cierre de la zona de seguridad y, por tanto, contribuye a la estabilidad del dimero, indispensable para la bioactividad
de la hormona (solo el dimero esta activo).

El anticuerpo CA5 se dirige principalmente contra la subunidad beta de hFSH.
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Solo dos restos de la subunidad alfa estan implicados en la interfaz: son los restos de arginina en la posicién 35 (Arg35)
y el acido glutamico en la posicién 56 (Glu56) espacialmente cerca de la hormona nativa. Su funcion es fijar el extremo
C-terminal de la subunidad beta para mantener la "zona de seguridad" alrededor de la subunidad alfa. Estos dos
restoss estdn constantemente presentes y reconocidos en todas las hormonas diana. Desempefian un papel muy
importante en la bioactividad de la hormona.

Otra caracteristica del epitopo del anticuerpo CA5 es la participacion de los Restos His2-His3-Arg4-lle5, His7, Leu14,
GIn16-Glu17, Lys19 y Arg35 de la region N-terminal del receptor de FSH humano, en la interfaz reconocida por el
anticuerpo CA5.

Tabla 32: Epitopo y paratopo del ligando CA5. Los restos sombreados estan implicados en la zona de interaccion
principal.

Regiones epitépicas en FSH humana

Paratopo del anticuerpo CA5

Arg35 VL : CDR1
aFSH Glu56 VL : CDR1
Thr9 VH : CDR2
Arg18 Phe19 Cys20 lle21 lle23 Asn24
BFSH Arg62 Val63 Pro64 & § Alab7
Leu99 Gly100 - Ser102 Tyr103 Cys104
5 Phe106 Gly107 Glu108 Met109

Regiones epitdpicas en el receptor humano de FSH

His2 His3 Arg4 lle5 - His7 VL : CDR2-FR
Leu14 - GIn16 Glu17 - Lys19 VL : CDR1-CDR2-FR
Arg35 VL : CDR1

Latabla 32, ilustra las diferentes regiones que constituyen el epitopo del ligando CA5 y las que constituyen su paratopo.

Las dos cadenas VH y VL estan implicadas en el reconocimiento de la hormona, por sus tres CDR y ciertos restos de
SUS marcos.

Los cinco restos implicados en la interaccion principal son reconocidos por Asn53 de CDR2 de VH, los restos Asp31,
Phe27 y Thr28 de CDR1 de VH y los restos Ser33 y Asn34 de CDR1 de VL.

Solo la cadena VL esta implicada en el reconocimiento del ectodominio del receptor de FSH, particularmente los restos
GIn35 y Lys36 de su CDR1, el resto Ser58 de su CDR2 y varios restos del marco 3.

En conclusién, el ligando CA5 reconoce un epitopo conformacional que implica la subunidad alfa, la subunidad beta
de hFSH y su extremo C-terminal formando la zona de seguridad, asi como el ectodominio del receptor de FSH. La
cadena VL es la unica implicada en la interaccion con el ectodominio receptor. Las dos cadenas VH y VL estan
implicadas en la interaccidn con las subunidades hormonales. El epitopo conformacional del ligando CA5 permite, por
una parte, estabilizar la asociacion del dimero de la hormona vy, por otra parte, estabilizar la unién de la hormona a su
receptor. Estos dos mecanismos son complementarios y fundamentales para lograr una mejor interaccion de la
hormona en su receptor y obtener asi una mejor eficacia. Por tanto podrian constituir las bases mecanicistas del efecto
potenciador del ligando CA5 en las gonadotropinas.

2/ Epitopo y paratopo del ligando CH10.

Como la estructura 3D del anticuerpo CH10 no esta disponible, el estudio se realizé a partir de secuencias de los
fragmentos monovalentes VH y VL de CH10. Para ello, se realizaron modelos por homologia de las partes variables.
Los modelos de VH y VL se realizaron por separado, a partir de diferentes estructuras, y su orientacion relativa se
determind a partir de la estructura que sirvié de soporte para el modelado de VH. Las estructuras utilizadas para los
modelos de homologia estan disponibles en Protein Data Bank (PDB): 4QNP para VH de CH10 y 3D85 para VL de
CH10.

Los resultados del acoplamiento se ilustran en la Figura 21. Parece que el ligando CH10 se acopla de manera similar
a las siete hormonas diana. El epitopo se define por varias regiones ubicadas de forma discontinua en las subunidades
alfa y beta de FSH y también se relaciona con ocho restos del extremo N-terminal del receptor FSH humano. El epitopo
del ligando CH10 es, por tanto, conformacional: consta de varias regiones secuenciales de la hormona y de una
secuencia en el extremo N-terminal del receptor de FSH. Todas estas regiones se encuentran espacialmente préoximas
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en la conformacion nativa de la hormona y el receptor activado.

Los diferentes restos de la hormona y del receptor implicados en la interfaz con el ligando CH10 estan rodeados por
rectangulos en la figura 21. Los cuatro restos observados en gris en la subunidad alfa (Asp6-Cys7-Pro8 y Glu56 en
hFSH) y los dos restos observados en gris en la subunidad beta (Ser2-Cys3 en hSFH) estan implicados en la
interaccion principal y tienen un papel importante en el reconocimiento de anticuerpos/antigenos. Entre los otros restos
implicados en la interfaz, aquellos ubicados en la parte C-terminal de la subunidad beta estan implicados en la region
llamada "zona de seguridad" cuyo papel es estabilizar la asociaciéon del dimero alfa/beta de la hormona. Por tanto,
parece que la union del ligando CH10 a la hormona asegura el cierre de la zona de seguridad y, por tanto, contribuye
a la estabilidad del dimero, indispensable para la bioactividad de la hormona. Ademas, el ligando CH10 reconoce de
manera importante el resto Glu56 en la subunidad alfa, que participa en la fijacion de la "zona de seguridad" a la
subunidad alfa.

Otra caracteristica del epitopo del anticuerpo CH10 es la participacion de los restos Cys1-His2, His7-Cys8-Ser9, Lys14,
GIn16 y Arg35 de la region N-terminal del receptor de FSH humano en la interfaz reconocida por el anticuerpo.

Tabla 33: Epitopo y paratopo del ligando CH10. Los restos sombreados estan implicados en la zona de interaccién
principal.

Regiones epitdpicas en FSH humana Paratopo del anticuerpo CH10

GIn5 # 8 Glu9 VH : |
aFSH Phe33 — Arg35 VL
VL
3 Glu4 Leu5 Thr6 Asn? lle8 Thr9 xr _:
BFSH Ser22 - Asn24 - - Trp27 - Ala29 Gly30 Tyr31 w ; gggg_f; R3-FR
Leu99 Gly100 Pro101 Ser102 Tyr103 - - - Gly107 VH : CDR3
Glu108 Met109 VL : CDR1-CDR2-CDR3-FR
Regiones epitdpicas en el receptor humano de FSH
Cys1 His2 - - - - His7 Cys8 Ser9 VL:FR
Leu14 - GIn16 VL : CDR1-FR
Arg35 VL : CDR1-FR

La tabla 33, ilustra las diferentes regiones que constituyen el epitopo del ligando CH10 y las que constituyen su
paratopo.

CDR2 y CDR3 de la cadena VH y CDR1, CDL2 y CDR3 de la cadena VL estan implicadas en el reconocimiento de la
hormona, asi como ciertos restos del marco 3 de la cadena VH y de los marcos 1y 2 de la cadena VL.

Los restos implicados en la interaccién principal son reconocidos por los restos Thr60 de CDR2, Tyr61-Tyr62-Asp64-
Lys67 del marco 3 de la cadena VH y los restos His92 y Ser93 de CDR3 de la cadena VL.

Solo la cadena VL esta implicada en la interaccion en el ectodominio del receptor por su CDR1 y sus marcos 1y 2.

EJEMPLO 8: CONSTRUCCION, PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE DIFERENTES FRAGMENTOS DEL
LIGANDO CA5 DE LA INVENCION.

Se construyeron diferentes fragmentos del anticuerpo CA5 para evaluar su capacidad de potenciar la actividad
biolégica de FSH ovina y humana (Gonalf® Merck Serono). Se produjo un fragmento que comprende solo la cadena
variable ligera llamada "VL CA5", un fragmento que comprende la cadena variable pesada sola llamada "VH CA5" y
un "scFv CA5 invertido" construido en un orden VL-VH invertido con respecto a la secuencia VH-VL (SEQ ID NO: 19
y SEQ ID NO: 20) del scFv CA5 descrito en el Ejemplo 1, parrafo 4 de la presente invencion.

1/ Construccién y produccién de fragmentos de anticuerpo

ATG:Biosynthetics GmbH (Alemania) sintetiz6 los genes sintéticos que codifican los fragmentos VL CA5 y scFv CA5
invertidos derivados del anticuerpo CA5. EI CA5 scFv invertido consiste en la fusion VL CA5 del scfv CA5-conector-
VH CAS5 del CA5 scFv (SEQ ID NO: 19). Cada gen sintético se consigue mediante la fusion de la secuencia del
plasmido pSW1 [7], entre el sitio Hindlll y el final de la secuencia que codifica la proteina PelB y la secuencia de la
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proteina de interés a sintetizar (SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 48), flanqueada por el sitio de restriccion Xhol. Las
secuencias se insertan entre los sitios Hindlll y Xhol del plasmido pSW1. Los codones se optimizaron para expresion
en E. coli.

El plasmido de expresién pSW1-VH CA5 se obtuvo por insercién, en el plasmido pSW1 [7] en los sitios Pstl-Xhol, del
fragmento resultante de la digestion por estas mismas enzimas del plasmido pSW1 scFv CAS5 invertido.

Después de control por secuenciacion de la calidad de las construcciones, los plasmidos pSW1-VL CA5, pSW1-VH
CA5 y pSW1 scFv CA5 invertido se transformaron por choque térmico en bacterias HB2151 (T53040, Interchim,
Francia) hechas competentes [8].

Tabla 34: Secuencias nucleotidica y peptidica del VL CAS5.
VL CA5

Sec“e”C‘fD”;‘lg?ﬂdica SEQ | GATATTCAGATGACCCAGACCCCGTCAAGCCTGGCGGTGTCAG

TCGGCGAAGAGATTACTATGAGCTGTAAAAGCTCGCAGAGCCTG
CTGTACTCATCGAACCAGAAAAATTACCTGGCATGGTATCAACA
GAAGCCGGGTCAGTCGCCGAAACTGCTGATCTACTGGGCCTCA

ACCCGTGAGAGCGGCGTACCGGATCGCTTTACTGGCAGCGGCA
GCGGCACGGACTTTACGCTGACGATTAGCTCGGTGAAGGCCGA

AGACCTGGCGGTTTATTATTGCCAACAGTACTATAGCTACCCTC

GTACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTTGAGATTAAACATCACCAT

CACCATCACTAA

Secuencia ,fl’gf:’tfsica SEQID | p|QMTQTPSSLAVSVGEEITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQK
PGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAV

YYCQQYYSYPRTFGGGTKLEIKHHHHHH*

Tabla 35: Secuencias nucleotidica y peptidica del VH CA5
VH CA5

Se";%”Q‘"f‘D”;g‘figdica CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGCGGCGGCCTGGTACAACCT
GGTGGCTCACTGCGCCTGAGCTGCGCAACCAGCGGTTTTACCT
TTAGCGATTTCTACATGGAATGGGTTCGCCAACCGCCGGGTAAG
CGTCTGGAATGGATCGCGGCGAGCCGTAACAAGGCGAAAGATT
ATACCACTGAATATAGCGCGTCGGTGAAAGGTCGCTTCATTGTC
TCGCGCGATACCAGCCAGTCGATTCTGTATCTGCAAATGAATGC
CCTGCGTGCCGAAGACACGGCCATCTACTTCTGTGCGCGTGAT
GCACGCTTTGCCTATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTTA
GCGCCCATCACCATCACCATCACTAA
Secuencia peptidica SEQ | QVQLQASGGGLVAPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGKR
LEWIAASRNKAKDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSILYLQMNALRAE
DTAIYFCARDARFAYWGQGTLVTVSAHHHHHH*
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Tabla 36: Secuencias nucleotidica y peptidica del scFv CAS5 invertido

scFv CAS5 invertido

Secg‘gg‘fD“;CO'?jgdica GATATTCAGATGACCCAGACCCCGTCAAGCCTGGCGGTGTCAG
TCGGCGAAGAGATTACTATGAGCTGTAAAAGCTCGCAGAGCCTG
CTGTACTCATCGAACCAGAAAAATTACCTGGCATGGTATCAACA
GAAGCCGGGTCAGTCGCCGAAACTGCTGATCTACTGGGCCTCA
ACCCGTGAGAGCGGCGTACCGGATCGCTTTACTGGCAGCGGCA
GCGGCACGGACTTTACGCTGACGATTAGCTCGGTGAAGGCCGA
AGACCTGGCGGTTTATTATTGCCAACAGTACTATAGCTACCCTC
GTACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTTGAGATTAAAGGTGGTGG
CGGTTCAGGTGGTGGCGGTAGCGGTGGCGGTGGCTCACAGGT
GCAGCTGCAGCAGTCAGGCGGCGGCCTGGTACAACCTGGTGG

CTCACTGCGCCTGAGCTGCGCAACCAGCGGTTTTACCTTTAGCG
ATTTCTACATGGAATGGGTTCGCCAACCGCCGGGTAAGCGTCTG

GAATGGATCGCGGCGAGCCGTAACAAGGCGAAAGATTATACCA
CTGAATATAGCGCGTCGGTGAAAGGTCGCTTCATTGTCTCGCGC
GATACCAGCCAGTCGATTCTGTATCTGCAAATGAATGCCCTGCG
TGCCGAAGACACGGCCATCTACTTCTGTGCGCGTGATGCACGC
TTTGCCTATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACCGTTAGCGCCC
ATCACCATCACCATCACTAA

Secue“fgﬂ ﬁgrgtgca SEQ DIQMTQTPSSLAVSVGEEITMSCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQK
PGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAV
YYCQQYYSYPRTFGGGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVALQQ
SGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQPPGKRLEWIAA
SRNKAKDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSILYLQMNALRAEDTAIYF
CARDARFAYWGQGTLVTVSAHHHHHH*

La produccion de los fragmentos se realizd segun el método descrito previamente en el ejemplo 1 de la presente
invencion.

2/ Medicién in vitro del efecto de los fragmentos VL CA5, VH CA5 y scFv CAS5 invertido en la bioactividad de FSH

El efecto in vitro de los fragmentos "VL CA5", "VH CA5" y "scFv CA5 invertido" en la bioactividad de FSH ovina y
humana se estudio con la linea celular HEK293 transfectada de manera estable con el receptor de FSH humano y el
sistema Glosensor® segun el protocolo descrito anteriormente en el ejemplo 2 de la presente invencion. Los
fragmentos "VL CA5" y "VH CA5", solos o como una mezcla, se ensayaron a 40 nM cada uno. El CA5 scFv invertido
se probo a una concentracion de 80 nM al igual que CA5 scFv de referencia. La FSH ovina y la FSH humana (Gonal
f®) se probaron a 0,1 nM.

La figura 22 ilustra las curvas de cinética de produccion de AMPc expresadas en unidades de luminiscencia relativas
en funcién del tiempo (en minutos) obtenidas en presencia de 0,1 nM de FSH ovina (oFSH) sola o en complejo con
los diferentes fragmentos de CA5. Se compararon cuatro condiciones con oFSH solo: el complejo oFSH+ VL CA5
(Figura 22A), el complejo oF SH+VH CAS5 (Figura 22B), el complejo oF SH+scFv CA5 invertido (Figura 22C) y finalmente
el complejo oF SH con una mezcla equimolar de 40 nM de VL CA5 y 40 nM de VH CA5 (Figura 22D). Se observa que
en todos los casos, se obtiene un efecto potenciador muy significativo (p<0,001), que aumentan la respuesta celular
a 30 mn de estimulacién en un factor de 2,1 a 2,4 veces en comparacién con la respuesta inducida por la FSH sola.
Estos resultados indican que los fragmentos VH y VL solos son capaces de ejercer un efecto potenciador en la
bioactividad de oFSH de la misma manera que todo el scFv. Validan la participacién de las dos cadenas variables en
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el efecto potenciador, descrito en el modelo del ejemplo 7 de la presente invencion. La mezcla de VH CA5 + VL CAS5,
asi como CAS5 scFv invertido (VL-VH) ejerce el mismo efecto potenciador que CA5 scFv original (VH-VL).

El mismo estudio se realizé6 con FSH humana (Gonal f®) a la concentracién de 0,1 nM, sola o complejada con los
diferentes fragmentos de CA5. Se compararon cuatro condiciones con hFSH sola: el complejo hFSH+ VL CA5 (Figura
22E), el complejo hFSH+VH CA5 (Figura 22F), el complejo hFSH+scFv CA5 invertido (Figura 22G) y finalmente el
complejo hFSH con una mezcla equimolar de 40 nM de VL CA5 y 40 nM de VH CAS5 (Figura 22H). Se observa que el
fragmento "VL CA5" a la concentraciéon de 40 nM complejado con hFSH, no ejerce un efecto potenciador significativo
a diferencia del fragmento "VH CA5" que amplifica muy significativamente (p<0,001) la respuesta celular maxima en
un 225 % de una manera comparable a scFv CA5 (aumento del 275 %) en comparacion con estimulacion con hFSH
sola (Figuras 22E y 22F). Asimismo, el scFv CA5 invertido "VL-VH CA5" (Figura 22G) y la mezcla de las dos cadenas
VH + VL (Figura 22H) complejadas con hFSH inducen un aumento significativo (p<0,001) en la respuesta celular en
225 % y 230 % respectivamente, cercana a la obtenida con scFv CA5 complejado con hFSH (aumento entre 250 y
260 %). Estos resultados indican que la mezcla VL CAS + VH CA5 asi como scFv CAS invertido complejado con hFSH
inducen un efecto potenciador significativo cercano al inducido por scFv CA5 de referencia. Solo el fragmento VH
ejerce un efecto potenciador significativo sobre hFSH en este ensayo a diferencia de VL CA5.

3/ Medicion in vivo del efecto potenciador de los fragmentos VL CA5, VH CA5 y scFv CAS5 invertido en la bioactividad
de FSH en rata

Después de su caracterizacion in vitro, el efecto potenciador de diferentes fragmentos de CA5 se caracterizé in vivo,
en rata hembra para caracterizar su efecto en la bioactividad de FSH.

Para medir la bioactividad de FSH, el protocolo utilizado fue el del ensayo bioldgico de Steelman y Pohley (Steelman
SL, Pohley FM. Endocrinology, 53:604-616. 1953) [12] como se describe en el ejemplo 3 de la presente invencion.

La figura 23 ilustra el efecto de los diferentes fragmentos en la bioactividad de hFSH. Cada lote contenia 5 ratas. El
lote tratado con hFSH complejada con scFv CA5 invertido dio un peso medio de los ovarios de 210 mg, idéntico al del
lote tratado con scFv CA5 complejado con hFSH (200 mg), es decir, un aumento del 190 % en comparacion con el
lote que recibié tratamiento hormonal solo (p<0,05). Los lotes tratados con los fragmentos VL CA5 o VH CA5
complejados con hFSH tenian un peso medio de los ovarios de 240 mg y 230 mg respectivamente, un aumento de
218 % y 209 % respectivamente en comparacion con el lote que recibid tratamiento hormonal solo (p<0,001 y p<0,01
respectivamente).

Estos resultados demuestran significativamente que el orden de construccion de scFv (VL-VH frente a VH-VL)
complejado con hFSH no afecta a las propiedades potenciadoras de scFv en la bioactividad de FSH. Estos resultados
también demuestran muy significativamente que las cadenas VH CA5 o VL CA5 complejadas con la hormona también
son capaces de potenciar la bioactividad de la hormona. Esto traduce la implicacion respectiva de las dos cadenas en
este efecto segun lo predicho por el modelo de interaccién descrito en el ejemplo 7 de la presente invencion.
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<120> LIGANDOS QUE POTENCIAN LA BIOACTIVIDAD DE LAS GONADOTROFINAS

<130> BNT213

<150> FR1558

486PCO01

078

<151> 10-09-2014

<160> 70

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>VH CA5

<400> 1

gaggtgaagc
tcctgtgeaa
ccagggaaga
gagtacagtg
ctctacctte
gatgcaaggt
<210>2

<211> 117
<212> PRT

tggtggaatc
cttectgggtt
gactggagtg
catctgtgaa
agatgaatgc

ttgcttactg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CA5

<400> 2

tggaggaggc
caccttcagt
gattgctgca
gggtcggttce
cctgagagct

gggccaaggg

ttggtacagce
gatttctaca
agtagaaaca
atcgtctcca
gaggacactg

actctggtca

36

ctgggggtte
tggagtgggt
aagctaagga
gagacacttc
ccatttattt

ctgtctetge

tctgagactce
ccgccagect
ttatacaaca
ccaaagcatc
ctgtgcaaga

a
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120

180

240

300
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Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr
20 25

Tyr Met Glu Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Arg
35 40

Ala Ala Ser Arg Asn Lys Ala Lys Asp Tyr Thr Thr
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Ile Val Ser Arg Asp Thr
65 70 75

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Phe Cys Ala Arg Asp Ala Arg Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105

Val Thr Val Ser Ala
115

<210>3

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CA5

<400> 3

gacattgtga tgtcacagtc tccatcctce ctagetgtgt cagttggaga
atgagctgca agtccagtca gagcctttta tatagtagca atcaaaagaa
tggtaccagc agaaaccagg gcagtctcct aaactgctga tttactggge
gaatctgggg tccctgatcg cttcacagge agtggatctg ggacagattt
atcagcagtg tgaaggctga agacctggca gtttattact gtcagcaata

ccteggacgt tcggtggagg caccaagctg gaaatcaaa

<210> 4

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CA5

<400> 4

37

Gln

Phe

Leu
45

Glu

Ser

Thr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Gly
110

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ser

Ile

95

Thr

gaagattact

ctacttggcce

atccactagg

cactctcacc

ttatagctat

Gly

Phe

Ile

Ala

Ile

80

Tyr

Leu
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Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Lys Ile Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

50 55 60

Gly Val

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 90 95

Thr Leu Glu Ile

110

Tyr Tyr Ser Tyr

100

Pro Arg Phe Gly

105

Gly Gly Thr Lys

Lys

<210>5

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CH10

<400> 5

gaggtgcagc
tcatgtgcag
ccaggaaagg
tattatgccg
ctctatctge
caggattact
tcctca
<210>6

<211>122
<212> PRT

ttgttgagtc
cctcectggatt
gtttggaatg
attcagtgaa
aaatgaacaa

acggtagtag

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CH10

<400> 6

tggtggagga
caccttcaat
ggttgctege
agacaggttc
cttgaaaact

ctactttgac

ttggtgcagce
acctacgcca
ataagaagta
accatctcca
gaggacacag

tactggggcc

38

ctaaagggtc
tgaactgggt
aaagtaataa
gagatgattc
ccatgtatta

aaggcaccac

attgaaactc
ccgecaggcet
ttatgcaaca
acaaagcatg
ctgtgtgaga

tctcacagtce

60

120

180

240
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Lys Gly
5

1

10

15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr

Ala

Ala

Ser
65

Leu

Tyr

Gly

<210>7
<211> 321
<212> ADN

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Gln

20

Asn
35

Trp

Ile Arg

Lys Asp

Leu Gln

Val Arg

100

Gly Thr

115

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CH10

<400>7
gacattgtga
ctttecctgea
catgagtctc
aggttcagtg
gaagatgttg
gggaccaagc

<210> 8
<211>107
<212> PRT

tgactcagtce
gggccagcca
caaggcttct
gcagtggatc
gagtgtatta

tggaaataaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CH10

<400> 8

Val Arg Gln

Ser
55

Ser Lys

Phe Thr

70

Arg

Met
85

Asn Asn

Gln Asp Tyr

Thr Leu Thr

tccageccacce
gagtattagc
catcaaatat
agggtcagat
ctgtcaaaat

a

25

Ala Pro
40

Asn Asn

Ile Ser

Leu Lys

Tyr Gly

105

Val
120

Ser

ctgtctgtga
gactacttac
gcttcccaat
ttcactctca

ggtcacagct

39

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Ser

Lys Gly

Thr
60

Ala

Asp
75

Asp
Glu

Asp

Ser Tyr

Ser

ctccaggaga
actggtatca
ccatctctgg
gtatcaacag

ttcegtacac

30

Leu Glu

45

Trp

Tyr Tyr Ala

Ser Gln Ser

Thr Ala Met

95

Phe Asp

110

Tyr

tagagtctct
acaaaaatca
gatccecctcece
tgtggaacct

gttcggaggg

Val

Asp

Met

80

Tyr

Trp

60
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180
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asp Tyr
20 25 30

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu TIle
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210>9

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR1 CA5

<400> 9

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe Tyr
1 5

<210> 10

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR2 CA5

<400> 10

Ser Arg Asn Lys Ala Lys Asp Tyr Thr Thr
1 5 10

<210> 11

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR3 CA5

<400> 11

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 12

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL-CDR1 CA5

<400> 12

Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr

1

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL-CDR3 CA5

<400> 13

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR1 CH10

<400> 14

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR2 CH10

<400> 15

Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr

1

<210> 16

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH-CDR3 CH10

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Arg Thr

1

ES 2797752713

Ala Arg Asp Ala Arg Phe Ala Tyr

1

5

5

5

10

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala

1

5

41



ES 2797752713

<400> 16

Val Arg Gln Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

10

15

20

25

30

35

<210> 17

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL-CDR1 CH10

<400> 17

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL-CDR3 CH10

<400> 18

<210> 19

<211> 771

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> scFv CA5

<400> 19

Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Tyr Thr

1

Gln Ser Ile Ser Asp Tyr

1

5

42

5



10

caggtgcagc
agctgcgcaa
ccgggtaagce
gaatatagcg
ctgtatctge
gatgcacgct
ggttcaggtg
tcaagcctgg
ctgctgtact

tcgececgaaac

actggcagcg
ctggcggttt

aaactcgaga

<210> 20
<211> 251
<212> PRT

tgcagcagtc
ccagcggttt
gtctggaatg
cgtcggtgaa
aaatgaatgc
ttgcctattg
gtggcggtag
cggtgtcagt
catcgaacca

tgctgatcta

gcagcggeac

attattgcca

ttaaacatca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> scFv CA5

<400> 20

ES 2797752713

aggcggcggce
tacctttage
gatcgcggeg
aggtcgcttce
cctgegtgece
gggccaaggc
cggtggeggt
cggcgaagag
gaaaaattac

ctgggcctca

ggactttacg
acagtactat

ccatcaccat

ctggtacaac
gatttctaca
agccgtaaca
attgtctcge
gaagacacgg
accctggtga
ggctcagata
attactatga
ctggcatggt

acccgtgaga

ctgacgatta
agctaccctce

cactaactcg

43

ctggtggcectce
tggaatgggt
aggcgaaaga
gcgataccag
ccatctactt
ccgttagcege
ttcagatgac
gctgtaaaag
atcaacagaa
gcggecgtace
gctcggtgaa
gtaccttcgg

agatcaagta

actgcgecctg
tcgccaaccg
ttataccact
ccagtcgatt
ctgtgcgegt
cggtggtgge
ccagaccccg
ctcgcagagce
gccgggtceag

ggatcgcettt

ggccgaagac

cggcggcacg

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

771



Gln

Ser

Tyr

Ala

Ser

65

Leu

Phe

Val

Gly

Val

145

Leu

Lys

Val

Leu

Met

Ala

50

Val

Tyr

Cys

Thr

Gly

130

Ser

Leu

Pro

Gln

Arg

Glu

35

Ser

Lys

Leu

Ala

Val

115

Gly

Val

Tyr

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Ser

Ser

Gly

Ser

Gln

Gln

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Ala

Asp

Glu

Ser

165

Ser

ES 2797752713

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ala

Gly

Ile

Glu

150

Asn

Pro

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Ile

Ala

Arg

Gly

Gln

135

Ile

Gln

Lys

Gly

Thr

Pro

40

Lys

Val

Leu

Phe

Gly

120

Met

Thr

Lys

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Ser

Arg

Ala

105

Gly

Thr

Met

Asn

Leu

44

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Tyr

Ser

Gln

Ser

Tyr

170

Ile

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Trp

Gly

Thr

Cys

155

Leu

Tyr

Val

Thr

Arg

Thr

60

Thr

Asp

Gly

Gly

Pro

140

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Gln

Gly

125

Ser

Ser

Trp

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Gly

110

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ser

Ile

95

Thr

Ser

Leu

Gln

Gln

175

Thr

Gly

Phe

Ile

Ala

Ile

80

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ser

160

Gln

Arg



ES 2797752713

180 185 190

Glu Ser Gly Val Pro

195

Asp Arg Phe
200

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

205

Thr
210

Phe Thr Ile Ser Val Ala

215

Leu Ser Glu Asp Leu Ala Val Tyr

220

Lys

Tyr Cys Gln Gln Pro

225

Tyr Tyr Ser
230

Tyr Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr

235 240

Glu Ile His His

250

Lys Leu Lys His His His His

245

<210> 21

<211> 768

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> scFv CH10

10

15

20

<400> 21

caggtgcagc
tcgtgcgeeg
cctggtaaag
tattatgcag
ctgtacctge
caggactatt
agctcgggtg
atgacccaga
cgtgcctege
ccgegtetge
ggctcgggtt
ggcgtctact

ctcgagatta

tgcagcaatc
ccagcggctt
gcctggaatg
acagcgtaaa
aaatgaataa
acggtagcectce
gcggtggcte
ccccggcaac
agagcatttc
tgattaagta
cgggctcgga
attgtcagaa

agcatcacca

aggcggegge
tacgttcaac
ggtggcacgc
agatcgettt
cctgaaaact
gtatttcgat
aggtggtggt
cctgagegtt
ggactatctg
cgccagccaa
ttttaccctg
cggccattca

tcatcaccat

<210> 22

<211> 250

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> scFv CH10

ctggtccaac
acttacgcga
atcecgttcaa
accatcagcc
gaagacactg
tactggggcc
ggtagcggeg
acccctggtg
cactggtatc
tcgattagcg
tcaattaata
ttccegtaca

taactcgaga

45

cgaaaggtag
tgaattgggt
aaagcaacaa
gtgatgattc
cgatgtatta
aaggcaccac
gtggcggtag
accgegttte
agcaaaaatc
gtattccgag
gcgtagagec
cgtttggegg

tcaagtaa

cctgaaactg
gcgtcaggeg
ttacgcgacg
acagtcaatg
ttgtgttcge
cctgacggtg
cgatatccag
gctgagctgce
acacgaatca
ccgcetttteg
ggaagatgta

cggcaccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

768



<400> 22

Gln

1

Ser

Ala

Ala

Ser

65

Leu

Tyr

Gly

Gly

Pro

145

Arg

Ser

Ser

Thr

Cys

225

Leu

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Gln

Gly

130

Ala

Ala

His

Gly

Leu

210

Gln

Glu

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Val

Gly

115

Gly

Thr

Ser

Glu

Ile

195

Ser

Asn

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Asp

Gln

Arg

100

Thr

Ser

Leu

Gln

Ser

180

Pro

Ile

Gly

Lys

Gln

Ser

val

Ser

Arg

Met

85

Gln

Thr

Gly

Ser

Ser

165

Pro

Ser

Asn

His

His

ES 2797752713

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Leu

Gly

val

150

Ile

Arg

Arg

Ser

Ser

230

His

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Tyr

Thr

Gly

135

Thr

Ser

Leu

Phe

val

215

Phe

His

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Val

120

Gly

Pro

Asp

Leu

Ser

200

Glu

Pro

His

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

105

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ile

185

Gly

Pro

Tyr

His

46

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Ser

Ser

Asp

Asp

Leu

170

Lys

Ser

Glu

Thr

His

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Ser

Gly

Ile

Arg

155

His

Tyr

Gly

Asp

Phe
235

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Tyr

Gly

Gln

140

Val

Trp

Ala

Ser

Val

220

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Gly

125

Met

Ser

Tyr

Ser

Gly

205

Gly

Gly

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Asp

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

190

Ser

vVal

Gly

Lys

15

Thr

Trp

Ala

Ser

Met

95

Tyr

Ser

Gln

Ser

Gln

175

Ser

Asp

Tyr

Thr

Gly

Tyr

val

Asp

Met

80

Tyr

Trp

Gly

Thr

Cys

160

Lys

Ile

Phe

Tyr

Lys
240
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45

50

55

60

65

ES 2797752713

245

<210> 23

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VHRev1

<400> 23
cgggatcctc tagaggtcca actgcaggag tcagg

<210> 24

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VHFor

<400> 24
caggggccag tggatagac

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKRev5

<400> 25
gacattgtga tgacccagtc t 21

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKC5For

<400> 26
ggatacagtt ggtgcagcat ¢ 21

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CA5VH_Fw

<400> 27
cacttttaca tggtatccag tg 22

<210> 28

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CA5VH_Rev

35

19

47

250



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 28
gtttctactt gcagcaatcc act

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CA5VL_Fw

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223>W=AoT

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>R=GoA

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223>Y=ToC

<400> 29
gawtcacagr cccaggtyc

<210> 30

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CA5VL_Rev

<400> 30
cccagtaaat cagcagttta gga

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MuCFor

<400> 31
ggggaagaca tttgggaagg

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKRev2

<400> 32
gatattgtga tgacgcaggc t

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

23

ES 2797752713

48

19

23

20

21
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> MKRev3

<400> 33
gatattgtga taacccag

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKRev4

<400> 34
gacattgtgc tgacccaatc t

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKRev6

<400> 35
gatattgtgc taactcagtc t 21

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKRev8

<400> 36
gacatccagc tgactcagtc t

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MKC5for

<400> 37
ggatacagtt ggtgcagcat c

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH10VH_Fw

<400> 38
atggtgttgg ggctgaagtg

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

21

21

ES 2797752713

20

49

18

21
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60

ES 2797752713

<220>
<223> CH10VH_Rev

<400> 39
cagttcatgg cgtaggtatt ga 22

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH10VL_Fw

<400> 40
ttctggaytt cagcctccag 20

<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH10VL_Rev

<400> 41
gattgggaag catatttgat gag 23

<210> 42

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 42

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 43

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento VL de scFv

<400> 43

Leu Glu Ile Lys His His His His His His Leu Glu Ile Lys Val Asp
1 5 10 15

<210> 44

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CA5

<400> 44

50



10

15

20

25

gatattcaga
atgagctgta
tggtatcaac
gagagcggcg
attagctcgg

cctegtacct

<210> 45
<211> 119
<212> PRT

tgacccagac
aaagctcgceca
agaagccggg
taccggatcg
tgaaggccga

tecggeggegyg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CA5

<400> 45

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly

1

Glu Glu Ile Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

Ser As

Ser
50

Pro
65

Ile

Tyr

Lys Hi

<210> 46
<211> 372
<212> ADN

Pro

Asp

Ser

Tyr

20

n Gln
35

Lys

Lys Leu

Arg Phe

Ser Val

Ser Tyr

100

s His His

115

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CA5

<400> 46

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

His

ES 2797752713

ccecgtcaage
gagcctgcetg
tcagtcgeceg
ctttactggce
agacctggcg

cacgaaactt

5

Tyr Leu

Ile Tyr

55

Gly Ser

70

Ala Glu

Thr

Arg

His His

ctggeggtgt
tactcatcga
aaactgctga
agcggcagcg
gtttattatt

gagattaaac

10

25

Ala
40

Trp Tyr

Trp Ala Ser

Gly Ser Gly

Ala
90

Asp Leu

Phe Gly

105

Gly

51

cagtcggcga
accagaaaaa
tctactggge
gcacggactt
gccaacagta

atcaccatca

Gln Gln

45

Thr Arg Gl

Thr
75

Asp
Val

Tyr

Gly Thr

Lys

Phe

Tyr

Lys

agagattact
ttacctggca
ctcaacccgt
tacgctgacg
ctatagctac

ccatcactaa

15

30

Pro Gly Gln

u Ser Gly Val

Thr Thr

80

Leu

Gln
95

Cys Gln

Leu Glu Ile

110

60

120

180

240

300

360



10

15

20

caggtgcagce
agctgcgcaa
ccgggtaage
gaatatagcg
ctgtatctge
gatgcacgct

caccatcact

<210> 47
<211> 123
<212> PRT

tgcagcagtc
ccagecggttt
gtctggaatg
cgtcggtgaa
aaatgaatgce
ttgcectattg

aa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CA5

<400> 47

Gln
1

Ser

Tyr

Ala

Ser
65

Leu

Phe

Val

<210> 48
<211> 756
<212> ADN

Val

Leu

Met

Ala

50

Val

Tyr

Cys

Thr

Gln Leu

Arg Leu

20

Glu
35

Trp

Ser Arg

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

100

Val
115

Ser

<213> Secuencia artificial

ES 2797752713

aggcggegge
tacctttage
gatcgcggeg
aggtcgcecttce
cctgegtgee

gggccaaggc

ctggtacaac
gatttctaca
agccgtaaca
attgtctecge
gaagacacgg

accctggtga

Gln

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Ala

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ala

His

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Ile

Ala

Arg

His

Gly

Thr

Pro

40

Lys

Val

Leu

Phe

His
120

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Ser

Arg

Ala

105

His

52

Gl
10

Gl

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Tyr

His

ctggtggectce
tggaatgggt
aggcgaaaga
gcgataccag
ccatctactt

ccgttagege

y Leu Val

y Phe Thr

Lys Arg

Thr Thr

60

Asp Thr

75

Glu Asp

Trp

Gly

His

actgcgcecetg
tcgccaacceg
ttataccact
ccagtcgatt
ctgtgegegt

ccatcaccat

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Gly
110

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ser

Ile

95

Thr

Gly

Phe

Ile

Ala

Ile

80

Tyr

Leu

60

120

180

240

300

360

372



10

15

<220>

<223> ScFv CA5 invertido

<400> 48

gatattcaga
atgagctgta
tggtatcaac
gagagcggcg
attagctcgg
cctcgtacct
ggcggtageg
caacctggtg
tacatggaat
aacaaggcga
tcgcgegata
acggccatct
gtgaccgtta
<210> 49

<211> 251
<212> PRT

tgacccagac
aaagctcgceca
agaagccggg
taccggatcg
tgaaggccga
tcggeggegg
gtggcggtgg
gctcactgeg
gggttcgeca
aagattatac
ccagccagtc
acttctgtgce

gcgceccatca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ScFv CAS invertido

<400> 49

ES 2797752713

cccgtcaage
gagcctgcetg
tcagtecgeceg
ctttactggce
agacctggcg
cacgaaactt
ctcacaggtg
cctgagetge
accgeegggt
cactgaatat
gattctgtat
gcgtgatgeca

ccatcaccat

ctggcggtgt
tactcatcga
aaactgctga
agcggcagceg
gtttattatt
gagattaaag
cagctgcage
gcaaccagcg
aagcgtctgg
agcgcegtcecgg
ctgcaaatga
cgcetttgecet

cactaa

53

cagtcggcga
accagaaaaa
tctactggge
gcacggactt
gccaacagta
gtggtggcgg
agtcaggcgg
gttttacctt
aatggatcge
tgaaaggtcg
atgccctgeg

attggggcca

agagattact
ttacctggca
ctcaacccgt
tacgctgacg
ctatagctac
ttcaggtggt
cggcctggta
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Val

Leu

Ser

Ser
105

Cys

Val

25

Met

Cys

57

Ile

10

Thr

Pro

Tyr

Tyr

Asp

90

Phe

Arg

10

Cys

Thr

Asn

Ala

Trp

Ala

Glu

Thr

75

Ser

Gly

Pro

Ile

Arg

Tyr

Ile

Cys

Arg

Thr

60

Tyr

Thr

Glu

Ile

Thr

Val

Arg

Glu

Ala

Pro

45

Val

Pro

Asp

Met

Asn

Val

Leu

45

Asp

Lys

Gly

30

Lys

Arg

Val

Cys

Lys
110

Ala

Asn

30

Gln

Val

Glu

15

Tyr

Ile

Val

Ala

Thr

95

Glu

Thr

15

Thr

Gly

Arg

Glu

Cys

Gln

Pro

Thr

80

Val

Leu

Thr

Val

Phe



10

15

50

Glu Ser
65

Ser Tyr

Thr Thr

Pro Arg

Pro Ser
130

<210> 55
<211>123
<212> PRT

Ile

Ala

Asp

Phe

115

Pro

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> subunidad beta hLH

<400> 55
Ser Arg

1

Ile Leu

Thr Thr

Ala Val
50

Arg Phe
65

Val Vval

Arg Ser

Glu

Ala

Ile

35

Leu

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

Cys

100

Gln

Ser

Pro

Val

20

Cys

Pro

Ser

Phe

Ser
100

Leu

Ala

85

Gly

Asp
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Ile

Pro

85

Asp

ES 2797752713

Pro
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<223> Region epitopica de CA5 en betaFSH
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<220>
<223> Regiodn epitdpica de CAS5 en el receptor de hFSH
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region epitdpica de CH10 en el receptor de hFSH
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REIVINDICACIONES

1. Ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que dicho ligando es un anticuerpo o un fragmento del mismo y por
que:

el dominio variable de la cadena pesada contiene las siguientes CDR:

- VH-CDRH1, definida por la secuencia GFTFSDFY (SEQ ID NO: 9);
- VH-CDRZ2, definida por la secuencia SRNKAKDYTT (SEQ ID NO: 10);
- VH-CDR3, definida por la secuencia ARDARFAY (SEQ ID NO: 11); y

el dominio variable de la cadena ligera contiene las siguientes CDR:

- VL-CDR1, definida por la secuencia QSLLYSSNQKNY (SEQ ID NO: 12);
- VL-CDR2, definida por la secuencia WAS;
- VL-CDR@3, definida por la secuencia QQYYSYPRT (SEQ ID NO: 13).

2. Ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que dicho ligando es un anticuerpo o un fragmento del mismo y por
que:

- el dominio variable de la cadena pesada contiene la secuencia SEQ ID NO: 2 0 47; y/o
- el dominio variable de la cadena ligera contiene la secuencia SEQ ID NO: 4 o 45.

3. Ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que dicho ligando es un anticuerpo o un fragmento del mismo y por
que:
el dominio variable de la cadena pesada contiene las siguientes CDR:
- VH-CDR1, definida por la secuencia GFTFNTYA (SEQ ID NO: 14);
- VH-CDRZ2, definida por la secuencia IRSKSNNYAT (SEQ ID NO: 15);
- VH-CDR3, definida por la secuencia VRQDYYGSSYFDY (SEQ ID NO: 16); y
el dominio variable de la cadena ligera contiene las siguientes CDR:
- VL-CDR1, definida por la secuencia QSISDY (SEQ ID NO: 17);
- VL-CDR2, definida por la secuencia YAS;
- VL-CDRS, definida por la secuencia QNGHSFPYT (SEQ ID NO: 18).
4. Ligando de la hormona foliculoestimulante (FSH) que potencia la bioactividad de FSH, hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica (CG), caracterizado por que dicho ligando es un anticuerpo o un fragmento del mismo y por
que:

- el dominio variable de la cadena pesada contiene la secuencia SEQ ID NO: 6; y/o
- el dominio variable de la cadena ligera contiene la secuencia SEQ ID NO: 8.

5. Ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el ligando se elige del grupo que
consiste en Fab, Fab', F(ab')2, Fv, dsFv, scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos.

6. Ligando segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el ligando es el anticuerpo monoclonal CA5 producido por
el hibridoma CNCM [-4801.

7. Ligando segun la reivindicacion 3, caracterizado por que el ligando es el anticuerpo monoclonal CH10 producido
por el hibridoma CNCM [-4802.

8. Ligando segun la reivindicacion 5, caracterizado por que la secuencia peptidica del scFv es la secuencia SEQ ID
NO: 20 o0 SEQ ID NO: 22.

9. Ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso como un medicamento.
10. Complejo ligando-gonadotrofina elegido entre:

un complejo de un ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 con FSH o un péptido activo de la
misma;
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un complejo de un ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 con LH u hormona gonadotropina
corionica (CG) o un péptido activo de las mismas.

11. Complejo segun la reivindicacion 10, para su uso como un medicamento.

12. Ligando para uso segun la reivindicacion 9 o complejo para uso segun la reivindicacion 11, en donde dicho
medicamento esta destinado a inducir la ovulaciéon o una poliovulaciéon en un mamifero hembra.

13. Ligando para uso segun la reivindicacion 9 o complejo para uso segun la reivindicacion 11, en donde dicho
medicamento esta destinado a aumentar el nivel de progesterona enddgena circulante en un mamifero hembra.

14. Composicion farmacéutica destinada a su uso para la induccién de la ovulacién o de una poliovulacién en un
mamifero hembra, caracterizada por que comprende un ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8
y/o un complejo segun la reivindicacién 10 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 14, caracterizada por que comprende ademas una
FSH, una LH y/o una CG.

16. Ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o complejo segun la reivindicaciéon 10, para uso en el
tratamiento y/o prevencion de infertilidad o hipofertilidad en un mamifero.

17. Ligando segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o complejo segun la reivindicaciéon 10, para uso para
estimular la procreacién en un mamifero hembra sano.
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