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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 501.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad. :

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacicnal. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta sclicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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DOCUMENTOS ANEXOS
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Figuras: Numero (s) 2
2. [X] Forma PCT/ISA/210. Informe de Bisqueda Internacional.

3. X Extracto de publicacion.
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Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de fabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

notarial
models,
trade

Representation and Power-of- Attorney with
authentication and Apostille for patents, utility
industrial designs, trademarks, commercial names,
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

i /é:: 36
ISHY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

LABORATOIRES SERONO SA

domiciliado (s) en/of

Centre Industriel,
1267 Coinsins

Suiza

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929,
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 y DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera 4* N°
72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
paragrafo lo del Articulo 543 del Codigo de Comercio, el primere como
principal y los demas como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para rectbir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal

~aso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
nuama regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundd. En tales casos, el
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
ambos, declararan su intencion de no ejercer la representacion mediante
declaracion autenticada por Notario Piblico en Colombia, o por Notario
u otro Funcionario Piblico, o Consul de Colombia, en el extranjero; vy si

se tratare de impedimento, con el certiticado respectivo. Si alguno de los

nombrados faltare definitivamente, el siguiente temara su lugar. Cuando .

cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su

primero © segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la

representacion, en su orden, uno u otros segun el caso, asumiéndola por

© CAVELIER ABOGADOS
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in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciled at Carrera 4* N° 72-
35, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as alternates,
in the order of their appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace
the principal in case of his absence or of temporal or definitive
impediment. The same rule will apply when the second alternate
representative is to replace the first one, or when the third is to replace
the first or second alternates in their turn, or b__oth of them, second. In
such’cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their fum, or both of them,. shall state their intention not to act as

representatives through a declaration given before a Notary Public in

Colombia, or

fore a Nomry or another Public Official or a
Colombian COn nd
certificate shall suiithﬁ;g[}\ QIB(-
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i solo hecho de gjertearla, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo {amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccidn, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrative y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencidn de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefas, nombres de deminio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacidn, traspaso, cambio de nombre ¢ domicilio,
cancelacién voluntaria; y el registro de Iicencias_de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacidon administrativa y judicial,
nrlidad, medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, la
}  2ccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso_administrativos relacionados con
estos derechos;  acciones y procesos que promovamos O S€ nos
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados,
puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

enfin_(30nRNA

S

their sequence, by the principal, the first or second alternate depending
on case, and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of
the representation by the first, second or third alternates in their turn
shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above_named
attorneys_at_law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which
purpose 1 (we) authorize the said attorneys to represent me {us) before
any authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models and industrial designs; the
registration of trademarks, collective, defensive and service marks,
slogans, commercial names, trade emblems, domain names, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment, change
of name or domicile, voluntary cancellation; and the registration of
licenses of use of the above rights; b} Actions of unfair competition,
protection to the consumer, oppesitions or observations, administrative
or Court cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the
action for writ mandamus, the protection of trade secrets, and in
general the civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and suits instituted by me (us) or against me (us). And that in
all the above matters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done by representatives without a power
of attorney.

2b feywiq 008
U

por/by LMDVA—'hD\ re$ Sefom SA

/

FRancek ' /
Authorized Representative
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica: Que la firma que antecede de

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: That the preceding signature of
Francois Naef and Olaf Klinger

es auténtica; que el signatario desempefia actualmente el cargo
de

is authentic, that the signatory currently acts in the position of
Authorised Representatives

PPN I
de la compariia of the company Laboratoires Serono SA™ - . smaa W%,_
: xS EY
? N > O
. . . . . : , RS
sociedad que actualmente existe y esta organizada de acuerdo a a company currently existing and organized under the laws of Eagi

las leyes de

3!
’

ol wal

Switzerland

que la direccién de dicha compafiia es

that the address is Centre Industi‘iel, 1267 C

Vaud, Switzerland

y que &l signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.
Dado vy firmade en

El

and that the signatory has the power to grant this document.

The Notary Public is aware and attests to the above facts upon

examination of the corresponding documents.
Given and signed in_Geneva, Switzerland

On_12th day of Mareh, 2008.

Eric Demierre

El Notario Piblico - The No
(Firma-sello)
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| APOSTILLE
(Convention de la Haye du 5 octobre 1961)
i. Pays: Suisse

Le présent acteap% .
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TRADUCCION OFICIAL NO.270/2008-.

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES. LLEVA
SELLO Y FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL, SEGUN RESOLUCION
No. 3618 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 1972.-

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL DOCUMENTO
DE REPRESENTACION Y PODER OTORGADO POR LABORATOIRES
SERONO S.A DOMICILIADOS EN CENTRE INDUSTRIEL, 1267 COINSINS,
SUIZA, A LOS DOCTORES EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y DANIEL PENA

DADO Y FIRMADO EN GINEBRA EL 26 DE FEBRERO DE 2008.

FIRMADO: FRANCOIS NAEF, REPRESENTANTE AUTORIZADO

FIRMADO: OLAF KLINGER, REPRESENTANTE AUTORIZADO

i =

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

EL INFRASCRITO NOTARIO CERTIFICA QUE LAS FIRMAS QUE ANTECEDEN
DE LOS SENORES FRANCOIS NAEF Y OLAF KLINGER SON AUTENTICAS;
QUE LOS SIGNATARIOS DESEMPENAN ACTUALMENTE LOS CARGOS DE
REPRESENTANTES AUTORIZADOS DE LA COMPANIA LABORATOIRES
SERONO SA, SOCIEDAD QUE ACTUALMENTE EXISTE Y ESTA ORGANIZADA
DE ACUERDO A LAS LEYES DE SUIZA; QUE LA DIRECCION DE LA DICHA
COMPANIA ES CENTRE INDUSTRIEL, 1267 COINSINS, VAUD, SUIZA Y QUE ﬂ
LOS SIGNATARIOS TIENE FACULTAD PARA OTORGAR ESTE DOCUMENTO.
TODOS LOS HECHOS ANTERIORES LE CONSTAN POR HABER EXAMINADO
LOS DOCUMENTOS RESPE\CTIVOS Y DE TODO ELLO DA FE.

DADO Y FIRMADO EN GINEBRA, SUIZA, EL 12 DE MARZO DE 2008

FIRMADO: ERIC DEMIERRE, NOTARIO PUBLICO EN GINEBRA.

HAY SELLO DEL NOTARIO.
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TRADUCCION OFICIAL NO.270/2008-.

APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE 1961)

1. PAIS: suIza , ﬂ
EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO: '

HA SIDO FIRMADO POR: ABOGADO E. DEMIERRE
ACTUANDO EN SU CALIDAD DE: NOTARIO

LLEVA EL SELLODE: NOTARIO

CERTIFICADO S 0®
EN: GINEBRA =D
EL: 12 DE MARZO DE 2008 25
POR: REPUBLICA Y CANTON DE GINEBRA DI

BAJO EL NO.: 0010
. SELLO: CANTON DE GINEBRA, DEPARTAMENTO DE INSTITUCIONES.

10. FIRMADO: GORAN JOVANOVIC

© ®» N O »

LA TRADUCTORA OFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE

SRR
SEFT & 1574

MINKSTERD
JUSTICIA /
. AN




(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

>
(19) World Intellectual Property Organization £
International Bureau

(43) International Publication Date
24 January 2008 (24.01.2008)

ﬂ‘ O AR R A

(10) International Publication Number

WO 2008/010840 A3

(51) International Patent Classification:

CO7K 14/59 (2006.01) AGIK 38/24 (2006.01)
CI2N 15/16 (2006.01)

(21) International Applicq;ion Number:
PCT/US2006/048898

(22) International Filing Date: - . |
21 December 2006 (21.12.2006)

(25) ¥iling Language: English

(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:
60/753,637 22 December 2005 (22.12.2005) US

(71) Applicant (for all designated States except US): LABO-
RATOIRES SERONO S:A. [CH/CH]; Centre Industriel,
CH-1267 Coinsins (CH).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): MUDA, Marco
[US/US]); 8 Perry Street #1, Brookline, MA 02445 (US).
JIANG, Xuliang [US/US]; 73 Kelley Drive, Braintiree,
MA 02184 (US). MCKENNA, Sean, D. [US/US]; 679
Lincoln Street, Duxbury, MA 02332 (US).

(74) Agent: BOSSONE, Steven, A.; Serono Research Institute,
One Technology Place, Rockland, MA 02370 (US).

(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
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—  of inventorship (Rule 4.17(iv))

Published:

—  with international search report
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g folliculogenesis in human patients is also described.
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FSH MUTANTS

BACKGROUND OF THE INVENTION
1. Field of the Invention

[0001] The present invention relates to human reproduction. More specifically, the present
invention relates to fertilization therapies.
2. Deécription of Related Art
a. Gonadotropins :
[0002] Follicle stimulating hormone (FSH) is a member of the family of gonadotrophins that
play key roles in human fertility. The gonadotrOphins, which also include luteinising
‘hormone (LH) and chorionic gonadotro!;)hin (CGQG), are heterodimers, each cdnsisting ofa
common a-subunit (92 amino acids) and a unique B-subunit (111 amino acids in FSH). The
. amino acid sequences of the mature forms of the a- and B-subunits of FSH are shown in SEQ
ID NO:1 and SEQ ID NO:2, respectwely
[0003] Human FSH has been isolated from pltu1tary glands and from postmenopausal urine
(EP 322,438) and has been produced recombmantly in mammalian cells (US 5,639,640, US
5,156,957, US 4,923,805, US 4,840,896, US 5,767,251, EP 211,894 and EP 521,586). The
latter references also disclose the hu‘ma:n FSH B-subunit gene. US 5,405,945 discloses a
modified human a-subunit gene compr%sing only one intron. |
[0004} Liu et al., J Biol Chem 1993,15!; 268 (2): 21613-7, Grossmann et al., Mol Endocrinol
“1996 10 (6): 769-79, Roth and Dias (Mol Cell Endocrinol 1995 1; 109 (2): 143-9, Valove et
al., Endocrinology 1994; 135 (6): 265‘7-61, g(oo et al., JBiol Chem 1993 25; 268 (18): 13034-
42), US 5,508,261 and Chappel et al,, f998, Human Reproduction, 13 (3): 1835 disclose
various structure-function relationship studies and identify amino acid residues involved in
receptor binding and activation and in dimerization of FSH. | '
b. Use of Gonadotropins in Assisted Reproductive Techniques
[0005] The gonadotrophins play crucial roles in the reproductive cycle, and their use in
exogenous therapies is essential for assisted reproductive techniques (ART), such as in vitro
fertil’ilzation (IVF), IVF in conjunction with intracytoplasmic sperm injection (TVF/ICSI) and
embryo transfer (ET), as well as for ovblation induction (OI) in anovulatory patients
undergoing in vivo fertilization either n‘aturally or through intrauterine insemination (JUI).
[0006] US 4,589,402 and US 4,845,077 disclose purified human FSH which is free of LH
and the use thereof for in vitro fertilization. EP 322 438 discloses a protein with at least 6200 |
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U/mg ZFSH activity which is substantially free of LH activity, and wherein the FSH a-subunit
and the B-subunit, respectively, may be wild type or specified truncated forms thereof.
[0007] Prolonged therapy is necessary to achieve a therapeutic effect, typically for 8-10
consecutive days and sometimes up to 21 days to stimulate folliculogenesis in women, and
for up to 18 months in hypogonadotrophic males to induce spermatogenesis. Recombinant
hFSH is typically administered as an i.m. or s.c. daily injection, with consequent discomfort
and potential for local injection site reaction. Decreasing the frequency of administration
would facilitate therapy and render gonadotrophin administration more convenient, more
tolerable and patient-friendly.

c¢. Glycosylation of FSH
[0008] The gonadotrophins are glycoproteins, with each sub-unit having asparagine-linked
{N-linked) oligosaccharide side chains that are important for in vivo activity and function.
Carbohydrate addition (glycosylation) to poiypeptides is a post-translational event that results
in the addition of sugar chains to specific asparagine (N-linked) or serine/threonine (O-
linked) aniino acids. In contrast to the invariant amino acid sequence of the protein portion
of glycoproteins, the carbohydrate structures are variable, a feature referred to as
microheterogeneity. For example, N-glycosylation sites on the same protein may contain
different carbohydrate structures. Furthermore, e:ven at the same glycosylation site on a
given glycoprotein, different carbohydrate structures may be found. This heterogeneity isa
consequence of fhe non-template-directed synthesis of carbohydrates.
[0009] N-glycosylation of proteins occurs specifically-at the consensus pattern Asn-Xaa-
Ser/Thr, and to a lesser extent at the éohsensus pattern Asn-Xaa-Cys, where Xaa can be any
amino acid residue. However, the presence of a consensus tripeptide is not sufficient to
insure that an asparagine residue will be glycosylated. For éxample, N-glycosylation of the
Asn-Pro-Ser/Thr sequence occurs at a rate 50-times lower than the other consensus patterns
of Asn-Xaa-Ser/Thr.
[0010] Human FSH contains four N-linked glycosylation sites: two on the common a-subunit
at positions 52 and 78 and two on the $-subunit at positions 7 and 24, Carbohydrates
attached to the a-subunit of FSH are critical for dimer assembly, integrity, secretion and
signal transduction, whereas f-subunit carbohydrates are important for dimer assembly,
secretion and clearance of the heterodimer from the circulation.
10011] Galway et al., Endocrinology 1990; 127 (1) : 93-100 demonstrate that FSH variants
produced in a N-acetylglucosamine transferase-I CHO cell line or a CHO cell line defective

in sialic acid transport are as active as FSH secreted by wild type cells or purified pituitary
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FSH in vitro, but la:cked in vivo activity, presumably due to rapid clearance of the
inadequately glycosylated variants in se'{um. D'Antonio et al., Human Reprod 1999; 14 (5):
1160-7 describe various FSH isoforms (‘iirculating in the blood stream. The isoforms have
identical amino acid sequences, but differ in their extent of post-translational modification. It
was found that the less acidic isoforin gx'l'oup had a faster in vivo clearance as compared with
the acidic isoform group, possibly due tc;n differences in the sialic acid content between the
isoforms. Moreover, Bishop et al. Enddcrino]ogy 1995; 136 (6): 2635-40 conclude that
circulatory half-life appears to be the prlmary determinant of in vivo activity. These
observations led to the hypothesis that the half-life of FSH could be increased by introducing
additional glycosylation sites to increase the sialic acid content of the polypeptide.

d. FSH Variants | ‘ |
[0012] FSH agonists with increased halfl‘-lives have been developed by fusing the
carboxyterminal peptide of hCG (CTP) to native recombinant human FSH (rhFSH). The
CTP moiety consists of amino acids 112-1 18 to 145 W‘lth four O-linked glycosylation sites
located at positions 121, 127, 132 and 138. US 5,338,835 and US 5,585,345 disclose a
modified FSH B-subunit extended at the C-terminal Glu with the CTP moiety of hCG. The
resulting modified analogue is stated to have the biological activity of native FSH, but a
prolonged circulating half-life. US 5,405,945 discloses that the carboxy terminal portion of
the hCG B-subunit or a variant thereof h:as significant effects on the clearance of CG, FSH,
and LH, '
[0013) US 5,883,073 discloses single-chain proteins comprised of two o-subunits with
agonist or antagonist activity for CG, TSH, LH and FSH. US 5,508,261 discloses
heterodimeric polypeptides having binding affinity to LH and FSH receptors compfising a
glycoprotein hormone a-subunit and a ntpn-natu:a]ly occurring B-subunit polypeptide,
wherein the B-subunit polypeptide is a chain of amino acids comprising four joined
subsequences, each of which is selected 1from a list of specific sequences. Klein et al. (2003)
discloses a single chain analogue of FSI—i with an increased half-life, wherein the a- and
B-subunits are linked by an oligopeptide containing two N-linked glycosylation sites.
[0014] WO 01/58493 discloses 77 mutations that may be made in the a-subunit of ¥FSH and
51 mutations that may be made in the B-subunit of FSH in an attempt to improve the in vivo
half-life of FSH. In addition, WQ 01/58493 discloses that one or more glycosylation sites
may be added to the N-terminus of FSH to improve its half-life or inserted at various sites

within the FSH polypeptide. WO 01/58493, while describing that glycosylation sites may be
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inserted into the FSH polypeptide, it provided no guidance as the specific site(s) where one
could insert a glycosylation site and maintain FSH acitivty, WO 01/58493 further discloses
that the mutant «- and B-subunits may be used individually (1 additional glycosylation site) or
in cmﬁﬁinati'on (2 additional glycosylation sites). The 128 candidate mutants were identified
by using 50 models of the 3D structure of FSH that were generated based solely on the
structure of hCG and a sequence alignment of FSH and hCG despite only 32% identity
between the B-subunits of hCG and FSH. WO 01/58493 does not disclose the préduction or
testing of any a- or $-subunits of FSH where a glycosylation site was introduced by site
directed mutagenesis.
[0015] WO 05/020934 discloses GM1, with mutations in both the a- and P-subunits of FSH,
“including a double mutation at § ESSN/VS7T, i.e., the E‘;-‘.residué at amino acid position 55 |
mutated to N and the 'V residue at amino acid position 57 mutated to T. The amino acid
sequence of f ESSN/VS57T is shown in SEQ ID NO:3.
[0016] A clinical need exists for a product which provides part or all of the therapeutically
relevant effects of FSH, and which may be administered at less frequent intervals as
compared to currently available FSH products, and which preferably provides a more stable
level of circulating FSH activity as compared to that obtainable by current treatment.

[0017) The present invention is directed to such products as well as the means of making

such products.

SUMMARY

{0018] The present invention relates to mutant FSH molecules, wherein the FSH a-subunit
coﬁiprises a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOS:4-5 and wherein
the FSH B-subunit comprises SEQ ID NO: 3. The FSH may be N-glycosylated at 0, 1, 2, 3,
4, 5 or 6 asparagine residues of said mutant FSH. In one embodiment N5 of the mutant
a-subunit of SEQ ID NO:4 may be glycosylated. In another embodiment N5 of the mutant
a~-subunit of SEQ ID NO:5 may be glycosylated. In one érﬁbodiment N55 of the mutant -
subunit of SEQ ID NO:3 may be glycosylated.

[0019] The present invention also relates to isolated DNA molecules encoding FSH a-subunit
mutants selected from the group consisting of SEQ ID NOS:4-5. The present invention also

relates to an isolated DNA encoding an FSH B-subunit comprising the sequence of SEQ ID
NO:3.
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[0020] The present invention also relates to a vector comprising DNA encoding an FSH
a-subunit mutant selected from the grotllp consisting of SEQ ID NOS:4-5. The vector may be
an expression vector. t

[0021]) The present invention also relatﬁ:s to a vector comprising DNA encoding an FSH j-
subunit mutant comprising the sequenc'g. of SEQ ID NO:3.. The vector may be an expression
vector. !

[0022] The present invention also relat%:s to a vector comprising a first DNA and a second
DNA, wherein the first DNA encodes ah FSH a-subunit mutant selected from the group
consisting of SEQ ID NOS:4-5 and wherein the second DNA encodes an FSH B-subunit
mutant comprising the sequence of SEQ ID NO:3. The vector may be an expression vector.
[0023] The present invention also relates to a cell comprising a vector comprising DNA
encoding an FSH o-subunit mutant selected from the group consisting of SEQ ID NOS:4-5.

The vector may be an expression vectori. The cell may be a mammalian cell, e.g., a CHO

cell. :

[0024] The present invention also re]at&!:s to a cell comprising a vector comprising DNA
encoding an FSH B-subunit mutant comprising the sequence of SEQ ID NO:3. The vector
may be an expression vector. The cell rfnay be a mammalian cell, e.g., a CHO cell.

[0025] The present invention also rclate%:s to a cell comprising a vector comprising a first
DNA and a second DNA, wherein the fiiirst DNA encodes an FSH a-subunit mutant selected
from the group consisting of SEQ ID NfOS:4-5 and wherein the second DNA encodes an FSH
B-subunit mutant comprising the sequeﬁce of SEQ ID NO:3. The vector may be an
expression vector. The cell may be a mammalian cell, e.g., a CHO cell.

[0026]} The present invention also relatcj:s to a cell comprising a first and a second vector,
wherein the first vector comprises DNAt encoding an FSH «-subunit mutant selected from the
group consisting of SEQ ID NOS:4-5 axl_ld the second vector comprises DNA encoding an
FSH B-subunit mutant comprising the séaq'uence of SEQ ID NO:3: The vector(s) may be an
expression vector. The cell may be a mammalian cell, e.g., a CHO cell.

[0027} The present invention also rclatf;s to a method for producing an FSH mutant
comprising culturing mammalian cells éapab]e of glycoéy]ating proteins, wherein said cells
comprise a ﬂ}st expression vector compﬁsing DNA encoding an FSH a-subunit mutant
selected from the group consisting of SEQ 1D NOS:4-5 and a second expression vector
comprising DNA encoding an FSH f-subunit mutant comprising the sequence of SEQ ID
NO:3. In another embodiment of the present invention said cells comprise a single vector

comprising DNA encoding an FSH a-subunit mutant selected from the group consisting of
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SEQ ID NOS:4-5 and further comprising DNA encoding an FSH Bvéubunit mutant

comprising the seqﬁence of SEQ ID NO:3.

[0028] The present invention also relates to a composition comprising an FSH mutant and a

pharmaceutically acceptable carrier or excipient, wherein the FSH a-subunit comprises a

sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOS:4-5 and wherein the FSH -
subunit comprises SEQ ID NO:3. _

[0029] The present invention also relates to a méﬂmd of treating an infertile mammal,

comprising administering to a mammal in need thereof an effective amount of a mutant FSH
mutant, wherein the FSH a-subunit comprises a sequence selected from the group consisting

of SEQ ID NOS:4-5 and wherein the FSH B-subunit comprises SEQ ID NO:3.

[0030] The present invention also relates to a method of stimulating folliculogenesis in a
'mammal, comprising administering to a mammal in need thereof an effective amount of a
‘mutant FSH, wherein the FSH a-subunit comprises a2 sequence selected from the group

consisting of SEQ ID NOS:4-5 and wherein the FSH B-subunit comprises SEQ ID NO:3.

The present invention also relates to a method of inducing ovarian hyperstimulation in a

mémmal, comprising administering to a mammal in need thereof an effective amount of a -

mutant FSH, wherein the FSH a-subunit comprises a sequence selected from the group
consisting of SEQ ID NOS:4-5 and wherein the FSH f§-subunit comprises SEQ ID NO:3.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figure I shows an alignment of the GNFT (SEQ ID NO: 4), and GNRT (SEQ ID NO:5)
o-subunit mutants to the human a~-subunit of FSH (SEQ ID NO: 1). The residue numbers
refer to the human a-subunit of FSH (SEQ ID NO: 1) witﬁ 1 being the first amino acid of the
- mature polypeptide.
[0031) Figure 2 shows a dose-response curve for the mutant FSH a-subunits compared to
wild-type FSH. Clone 10c-a GNRT/GM!1 B. Clone 11¢c- a GNFT/ GM1.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0032] While it has been shown that increasing the carbohydrate content of FSH may lead to
increased in vivo half-life, improving the half-life of FSH is more complicated than simply
adding additional glycosylation sites. While a glycosylation consensus sequence is necessary
for carbohydrate addition, it is not sufficient to ensure that a carbohydrate addition site will

be utilized. Other factors, such as the local protein folding and conformation during
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biosynthesis, determine whether an oligosaccharide is attached at a given consensus sequence

site. In addition, in order for the additional glycosylation to lead to an increase in the in vivo

half-life the consensus sequence must be in a position such that glycosylation of the site does -

not interfere with receptor binding, or compromise the folding, conformation or stability of
the glycoprotein. To this point, FSH analogues with increased half-lives have primarily been
limited to fusion proteins wherein the fused portion of the polypeptide included additional
glycosylation sites.

1. Mutant FSH

[0033} An FSH mutant is provided that has been modified to create additional glycosylation
recognition sites. The a-subunit of the FSH mutant may have one of the following
mutations, compared to the wild-type a-subunit: an insertion of the amino acid sequence
GNFT between amino acid residues 3 and 4 of the wild type u-subunit or an insertion of the
amino acid sequence GNRT between amino acid residues 3 and 4 of the wild type a-subunit.
A mutant FSH may comprise any of the above mutant a-subunits in combination with mutant
B-subunit, e.g. B GM1 containing the following mutation: ES5N/VS7T. One or more of the

additional glycosylation sites of the recombinant FSH may be glycosylated. The one or more

additional glycosylation sites of the mutant FSH may be glycosylated in vitro or in vivo. As

used herein, the term “GNFT mutant™ refers to a mutant FSH comprising an a subunit as set
out in SEQ ID NO:4 and a P subunit as set out in SEQ ID NO:3. As used herein, the term

" “GNRT mutant” refers to 2 mutant FSH comprising an « subunit as set out in SEQ ID NO:3
and a B subunit as set out in SEQ ID NO:3

[0034] The FSH mutant may be produced by any suitable method known in the art. These
methods include the construction of nucleotide sequences encoding the respective FSH
mutants and expressing the amino acid sequence in a suitable transfected host. The FSH
mutant may also be produced by chemical synthesis or by a combination of chemical
synthesis and recombinant DNA technology.

[0035] The FSH mutant may comprise the oa- and B-subunits of FSH in the form of two
separate polypeptide chains, where the two chains dimerize in vivo so as to form a dimeric
polypeptide, or it may comprise a single chain construct comprising the two subunits
covalently linked by a peptide bond or a peptide linker. The amino acid residues of the linker
peptide may exhibit properties that do not interfere significantly with the activity of the FSH

mutant.
[0036] The FSH mutant may have an increased half-life compared to wild type FSH. The
FSH mutant may also have increased stability compared to wild type FSH. The FSH mutant
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may comprise oligosaccharidesat 0, 1,2,3,4,50r 6 of the N-linked glycosylation sites. A
population of FSH mutants is also provided, which may comprise one or more FSH mutant
isoforms, wherein each isoform comprises oligosaccharides at 0,1,2,3,4,50r 6 of the N-
linked glycosylation sites.

[0037] The nucleotide sequence encoding the - or B‘-subunits of the FSH mutant may be
constructed by isolating or synthesizing a nucleotlde sequence encodmg the parent FSH
subunit, such as the hFSH-alpha or hFSH-beta with the amino acid sequences shown in SEQ
ID NOS: 1 and 2, respectively. The nucleotide sequence may then be changed so as to effect
the substitution o rinsertion of the relevant amino acid residues. The nucleotide sequence can
be modified by site directed mutagenesis. In the altc:mative, the nucleotide sequence may be
prepared by chemical synthesis, wherein oligonuclectides are designed based on the specific
amino acid sequence of the FSH mutant.

[0038] The nucleotide sequence encoding the polypéptide may be inserted into a recombinant
vector and operably linked to a control sequence necessary for expression of the polypeptide
in the desired transfected host cell. The control s'equiences n'iay be any component that is
necessary or advantageous for the expression of a pbzlypeptide. Examples of suitable control
sequences for directing transcription in mammalian ¢ells include the early and late promoters
of SV40 and adenovirus, e.g. the adenovirus 2 majori late promoter, the MT-1
(metallothionein gene) promoter and the human cyto?megalovirus immediate-carly gene
promoter (CMV). i
[0039] One of skill in the art may make a selection among these vectors, expression control
sequences and hosts without undue experimentation.% The recombinant vector may be an
autonomously replicating vector, i.e. a vector which ?exists as an extrachromosomal entity, the
replication of which is independent of chromosomal 'replication, e.g a plasmid. -
Alternatively, the vector may be one which, when introduced into a host cell, is integrated

into the host cell genome and replicated together v\ntp the chromosome(s) into which it has

been integrated. i

[0040] The vector nllay be an expression vector in wl{jich the nucleotide sequence encoding
the polypeptide of the invention is operably linked tof additional segments required for
transcription of the nucleotide sequence. The vectorgmay be derived from plasmid or viral
DNA. A number of suitable expression vectors for elxpressmn in the host cells mentioned
herein are commercially available or described in Ihe literature

[0041] The recombinant vector may further compnse a DNA sequence enabling the vector to

replicate in the host cell in question. An example of such a sequence, (when the host cell is a
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mammalian cell) is the SV40 origin of re::plica_tion. The vector may also comprise a selectable
marker, e.g. a gene whose product compllements a defect in the host cell, such as the gene
coding for dihydrofolate reductase (DHf‘R) or one which confers resistance to a drug, e.g.
ampicillin, kanamycin, tetracycline chlc):ramp_henicol, neomycin, hygromycin or
methotrexate. .f
[0042) The vector may also comprise aﬂ amplifiable gene, such as DHFR, such that cells
having multiple copies of the ampliﬁablie gene and flanking sequences, including the mutant
FSH DNA, can be selected for on appropriate media.
[0043]) Also provided is a DNA encodiritg an a-subunit of the FSH mﬁtant. The nucleotide
sequence encoding the alpha and beta subunits of the FSH mutant, whether prepared by site-
directed mutagenesis, synthesis, PCR or. other methods, may optionally also include a
nucleotide sequence that encodes a si gnal peptide. The signal peptide may be present when
the poiypeptide is to be secreted from the cells in which it is expressed. Such signal peptide,
if present, may be one recognized by thei: cell chosen for expression of the polypeptide. The
signal peptide may be homologous (e. g.?be that normally associated with a hFSH subunit) or
heterologous (i.e. originating from motbcr source than hFSH) to the polypeptide or may be
homologous or heterologous to the host cell, i.e. be a signal peptide normally expressed from
the host cell or one which is not nomaliy expressed from the host cell.
{0044} Any suitable host may be used tc; produce the polypeptides, including bacteria, fungi
(including yeasts), plapt, insect, mammzlnl, or other appropriate animal cells or cell lines, as
well as transgenic animals or plants, Examples of suitable mammalian host cells include
Chinese hamster ovary (CHO) cell lines, (e.g CHO-KL; ATCC CCL-61), Green Monkey cell
lines (COS) (e.g. COS 1 (ATCC CRL—1‘650),' COS 7 (ATCC CRL-1651)); mouse cells (e.g.
NSI0), Baby Hamster Kidney (BI-EK) ce!! lines (e.g. ATCC CRL-1632 or ATCC CCL-10),
and human cells (e.g. BEK 293 (ATCC CRIL-1573)), as well as plant cells in tissue ¢ulture.
Additional suitable cell lines are knowuj in the art and available from public depositories such
as the American Type Culture Collection USA. Methods for introducing exogeneous DNA
into mammalian host cells include calcnum phosphate- medlated transfection, electroporation,
DEAE-dextran mediated transfection, hposome-medlated transfection and viral vectors.
[0045] Cells may be cultivated in a nutrient medium suitable for production of the
polypeptide using methods known in the art. For example, the cell may be cultivated by
shake flask cultivation, small-scale or large-scale fermentation (including continuous, batch,
fed-batch, or solid state fermentations) in laboratory or industrial fermenters performed in a

suitable medium and under conditions allowing the polypeptide to be expressed and/or
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isolated. The cultivation takes place in a suitabie nutrient medium comprising carbon and
nitrogen sources and inorganic salts, using procedures known in the art. Suitable media are
available from commercial suppliers or may be prepared according to published compositions
(e.g. in catalogues of the American Type Culture Col:lection). If the polypeptide is secreted -
into the nutrient medium, it can be recovered directly! from the medium. If the polypeptide is
not secreted, it can be recovered from cell lysates. One method of hi gh-vield production of
the FSH mutants of the invention is through the use off dihydrofolate reductase (DHFR)
amplification in DHFR-deficient CHO cel'ls, by the use.of successively increasing levels of
methotrexate as described in US Patent No. 4,889,803. :

[0046] The resﬁlting mutant FSH polypeptide may bfi: recovered by methods known in the
art. For example, it may be recovered from the nutrit.;‘.nt medium by conventional procedures
including, but not limited to, centrifugation, ﬁltration!, extraction, spray drying, evaporation,
or precipitation. The mutant FSH polypeptides may i)e purified by a variety of procedures
known in the art including, but not limited to, chromatography (e.g. ion exchange, affinity,
hydrophobic, chromatofocusing, and size exclusion),ielectrophoretic procedures (e.g.
preparative isoelectric focusing), differential solubilify (e.g. ammonium sulfate precipitation),
SDS-PAGE, or extraction.

|
[0047] Also provided is a pharmaceutical composition comprising the FSH mutant. Such

pharmaceutical composition may be used to stimulate folliculogenesis, for example in
conjunction with ovulation induction or assisted reproductive techniques (ART). Because the
FSH mutant of the present invention may be effective in inducing multiple follicles to

develop and mature, it may be particularly suitable fclyr use in ART, in which it is desired to
col!ect‘multiple oocytes. }
[0048] The FSH mutant may be used to induce moﬁ(;:-folliculogcnesis for OI, or
paucifolliculogenesis (Lip to about three follicles) for ;IUI, for in vivo fertilization.
Mono-folliculogenesis can also be attained with a re(iuced dose of the FSH mutant, or less
frequent dosing as compared with conventional FSH Epreparations. For example, in Ol an
FSH preparation of the invention may be administere%d at 225-400 IU every three days, or
lower doses, depending on the patient response. Pati-;ent response may be followed by
sonography. {

[0049] The FSH mutant of the invention may be usccii in a controlled ovarian
hyperstimulation (COH) regimen. Standard regimens for COH include a down-regulation
phase in which endogenous luteinising hormone (LH:) is down-regulated by administration of
a gonadotrophin releasing hormone (GnRH) agonist followed by a stimulatory phase in

i
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which follicular development (folliculogenesis)-is induced by daily administration of follicle
stimulating hormone (FSH), usually at about 150-225 IU/day. Alternatively stimulation may
be started with FSH after spontaneous or induced menstruation, followed by administration
of a GnRH-antagonist (typically starting around day six of the stimulatory phase). When
there are at least 3 follicles >16 mm (one of 18 mm), a single bolus of hCG (5-10,000 IU)
may be given to mimic the natural LH surge and induce ovulation. Qocyte recovery may be
timed for 36-38 hours after the hCG injection.

[0050] The FSH mutant may also be used for OI and IUI. For example, FSH stimulation

- may be started after spontaneous or induced menstruation, at a daily dose of 75-150 IU.
When 1 or 3 follicles have reached a diameter of at least 16 mm, a single bolus of hCG may
be administered to induce ovulation. Insemination may be performed in vivo, by regular
intercourse or TUIL ,

[0051] Because the FSH mutant may have an increased half-life with respect to wild type
FSH preparations, regimens such as that described above méy employ lower IU doses of
FSH, and/or may be modified by decreasing the FSH stimulation period, while achieving the
same or bétter response, in terms of number and viability of follicles. For example, adequate
folliculogenesis may be achieved with daily doses of at or about 50-150, 50-100 or 50-75 IU
FSH. Dosing of FSH may be on a daily or semi-daily basis. The dosing period may be less
than or about 14, 12, 11 or 10 days. For OI, the FSH mutant preparation may be administered
at doses from 25-150 or 50-125 IU FSH/day. For the treatment of male infertility, an FSH
mutant preparation may be administered at 3 X 150 to 300 IU/week until spermatogenesis
reaches levels adequate for insemination, either through regular intercourse or ART
techniques.

[0052] Because of the longer half-life of the mutant FSH, it may be administered as a
long-acting preparation, which may be administered less frequently than every two days.
Conventional FSH may be administered at or about 300 IU on every second day, while
achieving similar results to administration every day at or about 150 1U. The mutant FSH
may be administered every 3, 4, 5, 6 or 7 days, while achieving similar or better results than
daily administration of conventional FSH.

[0053] The FSH mutant may be used for the manufacture of a medicament for treatment of
diseases, disorders or conditions. In another aspect, the polypeptide or the pharmaceutical
composition according to the invention is used in a method of treating a mammal, in
particular a human, comprising administering to the mammal in need thereof such

polypeptide or pharmaceutical composition.
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[0054] It will be apparent to those of skill in the art that an effective amount of a polypeptide,
preparation or composition depéniis, inter alia, upon the disease, the dose, the administration
schedule, whether the polypeptide or preparation or composition is administered alone or in
conjunction with other therapeutic agents, the serum half-life of the compositions, and the
general health of the patient. Typically, an effective dose of the preparation or composition is
sufficient to ensure a therapeutic effect.
[0055] The FSH mutant may be administered in a composition including one or more ‘
pharmaceutically acceptable carriers or excipients. "Pharmaceutically acceptable” means a
carrier or excipient that does not cause any untoward effects in patients to whom it is
administered, Such pharmaceutically acceptable carriers and excipients are well known in
the art, and the polypeptide may be formulated into pharmaceutical compositions by well-
known methods (see e.g. Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R. Gennaro,
Ed., Mack Publishing Company (1990); Pharmaceutical Formulation Development of
Peptides and Proteins, S. Frokjaer and L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis (2000); and
'Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd edition, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press
(2000)). Pharmaceutically acceptable excipients that may be used in compositions
comprising the polypeptide include, for example, buffering agents, stabilizing agents,
preservativés, isotonifiers, nonionic surfactants or detergents “wetting agents”), antioxidants,
bulking agents or fillers, chelating agents and cosolvents.
[0056] The pharmaceutical composition comprising the FSH mutant may be formulated in a
variety of forms, including liquids, e.g. ready-to-use solutions or suspensions, gels,
lyophilized, or any other suitable form, e.g. powder or crystals suitable for preparing a
solution. The form of the composition may depend upon the particular indication being
treated and will be apparent to one of skill in the art. -
[0057] The pharmaceutical composition comprising the FSH mutant may be administered
intravenously, intramuscularly, intraperitoneally, intradermally, subcutaneously, sublingualy,
buccally, intranasally, transdermally, by inhalation, or in any other acceptable manner, e.g.
using PowderJect or ProLease technology or a pen injection system. The mode of
administration may be depend upon the particular indication being treated and will be
apparent to one of skill in the art. The composition may be administered subcutaneously,
which may allow the patient to conduct self-administration.
[0058] The pharmaceutical compositions may be administered in conjunction with other
therapeutic agents. These agents may be incorporated as part of the same pharmaceutical

composition or may be administered separately from the polypeptides, either concurrently or
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in accordance with any other acceptable treatment schedule. In addition, the polypeptide,
preparation or pharmaceutical composition may be used as an adjunct to other therapies.

[0059] The present invention has multiplie aspects, illustrated by the following non-limiting
examples,
: |

|

Example 1

¥SH Mutants

!

|

['0060] The 3D crystal structure of huma?n FSH was used to identify regions in the FSH
molecule where a candidate glycosylatio;n site may be inserted. Two FSH molecules (four
subunits) are present in each asymmetric unit of the crystal structure. The two FSH
molecules were superimposed and compared, with each residue being visually inspected to
identify potential sites where an N-glyco’sylation site may be inserted that would not disrupt
the proper folding of the FSH polypcptiéc or reduce FSH activity. The crystallographic
structure of FSH was combined with the? knowledge of the FSH/FSHR receptor interaction to
further aid in the selection of potential Ni—glycosylation sites. The principal design cniteria
were minimal disruption of 3D structure;, minimal distuption of predicted binding and
activation sites, and predictable 3D strucfture compatible with glycosylation. Based on the

above criteria, the following two insertion mutants of the a-subunit of FSH were prepared:

# | Mutations SEQ IDNO
1 | GNFT insert 4
2 | GNRT insert 5

‘.

| Example 2

Morphological Analysis of FSH Mutants

!
I

[0061] Aliquots of concentrated culturc“supcmatants from transient expression of FSH
a-subunit mutants 1-2 were analyzed by, SDS-PAGE under non-reducing conditions that
permits the resolution of intact FSH heterodimers from free o~ and B-subunits. By comparing
the apparent molecular weights of each mutant heterodimer to that of wild-type FSH, one is
able to determine whether the mutant FSH is hyperglycosylated relative to wild-type FSH.
Briefly, after electrophoresis, proteins were electrophoretically transferred to PVDF and

visualized using Serono antibody 9-14 directed against the a-subunit of FSH. As a control,

-13-
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wild-type human FSH, mutant GM1, FSH-CTP and Gonal F were also analyzed. Table 1
shows the apparent molecular weight of the heterodimer formed by the a-subunit mutants and
wild-type B-subunit as calculated based on molecular weight standards.

| Table 1 ‘

Sample M, (kDa) | Fold Conc.
FSH-CTP 45.244
Gonal F 38.482 ~37x
GNFT insert | 49.375 36x
GNRT insert | 49.172 35x%
GM1 46.202 40x
wt FSH 45.083 36x

[0062] Asshown in Table], each of the two expressed FSH mutants, i.e. GNFT and GNRT
inserts, showed increased glycosylation as evidenced by a shift of the distribution of the

apparent molecular weight of the heterodimer compared to wild-type human FSH.
Example 3

In Vitro Function of FSH Mutants

[0063) 1n order to determine the activity of the FSH mutants, each mutant was tested for the
ability to stimulate cAMP production in a CHO cells line that recombinantly expresses the
human FSH receptor. CHO-FSHR cells were maintained in FSHR Growth media [MEM a(-
) (Gibco, cat#12561-056) + 10% dialyzed FBS (Gibco, cat#26300-020) + 600 pg/ml
Geneticin (Gibco, cat#10131-035) + 0.02pM MTX]. CHO-FSHR cells were seeded at 2x10*
cells/well in 100pl/well (2x10°cells/10ml = 1 plate) and incubated at 37°C for 24 hours prior
to assay. Cells were used for assay if at least 70% confluent.

[0064] A 12-point serial 1:3 dilution was made starting at 67.5 nM for all samples and -
internal standard (Gonal F was used as an intemnal standard). All dilutions were made in
assay media [DMEM/F12 (phenol free, Gibco, cat #11039-021) + 1mg/m] BSA (Sigma, A-
6003) + 0.1 mM IBMX-(3—isobuty1-]-memyixanthone phosphodiesterase inhibitor, Sigma,
cat#1-7018)]. Growth media was removed from the assay plate, 25p] assay media (supplied
with MA6000 cAMP MSD kit- Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) added, the plates

recovered and incubated at 37°C for 15 minutes. Wells were then dosed with 25 pl/well of

the test sample, mixed, the plates recovered and incubated for 1 hour at 37°C. After the 1
hour incubation, the sample and media was removed from the wells. 25 pl of standard lysis

buffer (supplied with MA 6000 Meso Scale Discovery kit ) was then added to each well, the

-14-




WO 2008/010840 PCT/US2006/048898

plates covered with plate sealer (Packard, cat#6005185) and shaken for 5 minutes. After the
S-minute lysis incubation, 25 ul of lysed cell material was transferred to the cAMP Meso
Scale Discovery plate (supplied with MA6000 MSD kit) and incubated with gentle mixing at
room temperature for 30 minutes. 25 ut of cAMP-AP conjugate was added to each well and
mixed. 25 pl of anti-cAMP antibody was then added to each weil, the plates covered with
plate sealer and shaken for 30 minutes at room temperature. The plates were then washed six
times with 350 pl/well of wash buffer on an automated plate washer. 100 ul of Sapphire 11
RTU (Ready-To-Use) substrate enhancer was then added to each well, the plates covered
with plate sealer and incubate 30 minutes in the dark at 25°C. The plates were then read at
one second per well with low levels of cAMP showing a high signal and high levels of cAMP
showing a low signal. The dose-response curves of the FSH mutants are shown in Figure 2.
ECj5p values were calculated and shown in Table 2.

[0065) As shown in Figure 2 and Table 2, each of the FSH mutants has in vitro activity
comparable to that of wild-type FSH.

Table 2
Sample ECsoM
FSH wild type 2.16E-10

Clone 10C- a GNRT/ GM1 | 2.58E-10
Clone 11C- o GNFT/p GM1 | 2.78E-10

-15-
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Example 4
In vivo half-life of FSH mutants

Two different lots of GNFT mutant and GNRT mutant, were analyzed in separate
pharmacokinetic (PK) studies. The two studies were of the same design: 33 immature
female SD rats 21-days-old (approx. 40 g body weight; Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) were randomly divided into 5 treatment groups {(n=6) and 1 baseline group
(n=3). The choice of immature female rats was based on the use of this age and sex for in
vivo biological assessments of FSH activity. Animals in the treatment groups received
subcutaneous (s.c.) injections of 4 ug of GM1 (control), GNFT mutant , GNRT mutant or 8
ug of Gonal- F rhFSH (control). Blood was collected from the retro-orbital sinus at 0 hr from
the baseline group and at 1,2,4,6, 10,24, 48 and 72 hr from animals in the treatment groups
{n=3/timepoint; rats were alternated so as not to be bled in 2 subsequent sampling points).
Approximately 0.1 ml of blood was collected from each rat at each bleed, and plasma was
harvested and stored at -80°C until analyzed by ELISA. The assay used for measuring FSH
proteins in serum from both studies was the DSL FSH Coated Well ELISA (Diagnostics

Systems Laboratories, Webster, TX). Serum samples were each analyzed in triplicate.

The half-life of the GNFT mutant and GNRT mutant is approximately 17 hours
whereas that of GM 1 and Gonal-F controls is approximately 12 hr and 8 hr, respectively.
This indicates that the GNFT mutant and GNRT mutants have a longer half-life than wild
type FSH. '

Example 5
In vivo Biological Activity

The in vivo model used to assess the biological activity of the GNRT and GNFT
mutants is the rat ovarian weight gain assay. Treatment of immature 21 day old female rats
with FSH or molecules with FSH-liké activity, e.g. GNRT and GNFT mutants, triggers the
growth of ovarian follicles and production of cocytes. This growth is easily detected by
measurement of ovarian weight at the end of the treatment period. In the model, the
substance to be tested is given by injection for three days and the ovaries are collected and

weighed after the last dose. This assay was used for several decades as the basis for
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assigning FSH potency to clinical product:s for label purposes. It measures the relevant
physiological action of FSH and has a cleéar correlation to performance of products in the
clinic.
The in vivo activity of the GNRT and GNFT mutants was compared to that of wild-
type FSH. All doses were defined based on predicted equivalence of FSH, taking into
account the in vitro potency and the half-llife in rats. The GNRT and GNFT mutants were

found to.possess potent FSH activity withfa‘magnitude similar to that of wild-type FSH.

i
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CLAIMS

1. A nucleic acid encoding a mutant a-subunit of FSH wherein the a-subunit

comprises a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOS: 4-5.

2. A vector comprising the nucleic acid of claim 1.
3. The vector of claim 1 wherein the vector is an expression vector.
4, The vector of claim 1 wherein the vector further comprises a nucleic acid

encoding the sequence of SEQ ID NO:3.

5. A host cell comprising the vector of claim 1.
6. The host cell of claim 1 wherein the cell is a mammalian cell.
7. A mutant FSH, wherein the B-subunit comprises the sequence of ID NO:3, and

wherein the a-subunit comprises a sequence encoded by the nucleic acid of claim 1.

8. The mutant FSH of claim 1 wherein any one of from O to 6 asparagine
residues are glycosylated. )

9. The mutant FSH of claim 7 ID NO: 4 and wherein N3 is glycosylated.

10. The mutant FSH of claim 7 wherein the a-subunit comprises the sequence of
SEQ ID NO:5 and wherein NS5 is glycosylated.

| 11, A method of producing an FHS mutant comprising:
(a) providing a cell comprising the nucleic acid of claim I and a second
nucleic acid encoding SEQ ID NO:3;
(b) culturing the cell under conditions that allow expression of the first and
second nucleic acids.

12.  The method of claim 1 wherein the cell is capable of glycosylating protein.

13.  The method of claim 11 wherein the cell comprises a single vector which
comprises the nucleic acid of claim 1 and a nucleic acid encoding SEQ ID NO:3.

14.  The method of claim 11 wherein the cell cornprises a vector comprising the
nucleic acid of claim 1 and further comprising a second vector comprising a nucleic acid
encoding SEQ 1D NO:3. ‘

15. A _pharrriaceutical composition comprising the mutant FSH of claim 1 and
optionally a pharmaceutically acceptable carrier or excipient.

I6. A method of treating an infertile mammal, comprising administering to a
mammal in need thereof the pharmaceutical composition of claim 15.

17. A method of stimulating folliculogenesis in a mammal, comprising

administering to a mammal in need thereof the pharmaceutical composition of claim 15.
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18. A method of inducing ovarian hyperstimulation in a mammal, comprising

administering to a mammal in need thereci)f the pharmaceﬂﬁ'cal composition of ctaim I5.
i

t
|
4
i
‘
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SEQUENCE LISTING ’

<110> Applied Research Systems ARS Holding N.v,
<120> FSH Mutants

<130> 1115 wo

<160> 5

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 92

<212> PRT

<213> Homs sapiens
<400> 1

Ala Pro Asp val Gln Asp Cys Pro Glu Cys Thr Leu GIn Glu Asn Pro-
1 5 10 15

Phe Phe Ser GIn Pro Gly Ala Pro Ile Leu GIn Cys Met Gly Cys Cys -

20 25 30
Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu
35 40 . 45
val GIn Lys Asn val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys val Ala Lys Ser
50 55 60
TYr Asn Arg val Thr val Met Gly Gly Phe Lys val Glu Asn His Thr
65 70 75 80
Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys Ser
85 90
<210> 2
<211> 111
<212> PRYT
<213> Homo sapiens
<400> 2

Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr 1le Ala Ile Glu Lys Glu Glu
1 5 10 15

Cys Arg prhe Sgs Ile Ser Ile Asn ;?r Thr Trp Cys Ala ggy Tyr Cys

Tyr Thr ggg Asp Leu val Tyr L55 Asp Pro Ala Arg P;o Lys Ile Gln
4 4

Lys Thr Cys Thr phe Lys Glu Lteu val Tyr Glu Thr val Arg val Pro
50 55 60

Gly Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro val Ala Thr
65 70 75 80
Page 1
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1115 wo seq list.txt

GIn Cys Hls Cys g;y Lys Cys Asp ser Sap Ser Thr Asp cys Thr val
: 95

Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu
100 105 110

'<210> 3 s ;

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> beta subunit mutant ESSN/VS7T -
<400> 3

Asn Ser Cys Giu Leu Thr Asnulﬁé.Thr Ile Ala Ite Glu Lys Glu Glu
1 5 10 15

Cys Arg pPhe 555 Ile Ser Ile Asn ;Er Thr Trp Cys Ala ggy Tyr Cys

Tyr Thr ggg Asp Leu val Tyr kgs Asp Pro Ala Arg Pgo Lys Yle Gln
4

Lys Thr Cys Thr Phe Lys Asn Leu Thr Tyr Glu Thr val Arg val Pro
SO 55 ‘ 60 o

Gly Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro val Ala Thr
65 70 75 80

Gln Cys His Cys g}y Lys Cys Asp Ser ggp ser Thr Asp Cys Sgr val

Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser phe Gly Giu Met Lys Glu
o . 100 . 105 110

<210> 4

<21l> 96 -

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> alpha subunit insertion mutant GNFT
<400> 4

Ala Pro Asp Gly ?sn phe Thr val Gln Agp Cys Pro Glu cys 12r Leu
1 1

GIn Glu Asn Pro Phe Phe Ser Gin Pro Gly Ala pro Ile Leu Gin Cys
20 25 30

Met Gly §§s Cys Phe ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro zgu Arg ser Lys
40

Page 2
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Lys g‘gr Met Leu val GIn I§)5l5 Asn val Thr ser g‘(l)u ser Thr Cys Cys

val Ala Lys Ser Tyr Asn Arg val Thr val Met
65 70 75

Glu Asn His Thr g}a Cys His Cys Ser ggr Cys

<210> 5

<211> 96

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223>

<400> 5

Ji\'la Pro Asp Gly %sn

GIn Glu Asn Pro pPhe
20

Met Gly ggs Cys phe

Lys Thr Met Leu val
50

z§1 Ala Lys Ser Tyr

Glu Asn His Thr Ala

Arg Thr val

Phe

ser

Gin

ASN

70

cys

Ser

Arg

LysS

Arg

His

GIn

Ala

40

Asn

val

Cys

Gln
Pro
25

TYr
val

Thr

Ser

Asp
10

Gly
Pro
Thr
val

Thr
30

alpha subumnit insertion mutant GNRT

Cys

Ala

Thr

ser

Met

75

Cys

Gly Gly Phe Lys val
. 80

Tyt Tyr His Lys
. a5

Pro

Pro

Pro

Galu

60

Gly

Tyr

clu

I1é

Leu
45
ser

Gly

Tyr

cys

Leu

30

Arg

Thr

Phe

His

The

15

Gln

ser

Cys

Lys

LyS

95 .

ser

Leu
Cys
Lys
cys
val

80

Ser
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MUTANTES DE FSH

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Ambito de la invencidn
La presente invencién se refiere a la reproduccidén humana. Mas

especificamente, la presente invencidn se refiere a terapias de

fertilizacién.

Descripcidén de la técnica relacionada

Gonadotropinas

La hormona de estimulacién de foliculos (FSH} es un miembro de
la familia de las gonadotropinas que desempeflan funciones claves
en la fertilidad humana. Las gohadotropinas, gue también
incluyen hormona luteinizante (LH) y gonadotrofina coridnica
(CG), son heterodimeros, en donde cada unc consiste de una
subunidad-alfa comin (92 gminoacidcs) y una subunidad-beta dnica
(111 gTinoécidos en FSH). Las secuencias de aminodcidos de las
formas maduras de subunidades alfa vy beta de FSH se muestran en
SEC ID NO:1 y SEC ID NO:2, respectivamente.

La FSH humana ha sido aislada de las glandulas pituitarias y de
la orina posmenopausica (EP 322.438) y se ha producido en forma
recombinante en células de mamiferos (US 5.639.640; Us
5.156.957; US 4.923.805; US 4.840.896; US 5.767.2%51; EP 211.894

y EP 521.586). Estas Gltimas referencias también revelan el gen

de subunidad B de FSH. En US 5.405.945 se revela un gen de

subunidad-alfa humano modificadc gque comprende solamente un

intron.
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Liu y otros, J Biol Chem 1993,15; 268 (2): 21613-7, Grossman:

otros, Mol Endocrinol 19]96 10 (6): 769-79, Roth y bias (Mol C
Endocrinol 1995 1; 109 (2): 143-9, Valove y otros, Endocrinol
i
1994; 135 (6): 2657-61, Yoo y otros, JBiecl Chem 1993 25;
(18): 13034-42), US 5.508.261 y Chappel y otros, 1998, Hu
Reproduction, 13 (3):§ 1835 revelan varios estudios de
; _
relacién estructura—fqncién e identifican residuos

aminodcidos que participan en la unién y activacién de recep
{

y en dimerizacién de FSH.

Uso de Gonadotropinas -en terapias reproductivas asistidas

Las gonadotropinas desempefian funciones cruciales en el ci
|

reproductivo, y el uso de las mismas en terapias exdgenas

esencial para las técnicas de reproduccién asistida (TRA),
i

como fertilizacidén in vitro (FIV), FIV en forma conjunta
inyeccién de esperma intracitopléasmico (FIV/ICSI)
transferencia de embriones (TE), asi como 1la induccidn

ovulacién (IO) en pac;entes anovélatorias que se someter
fertilizacidén in ViVO‘ ya sea naturaimente o a través
inseﬁinacién intrauterina (IUI). -

"US 4.589.402 y US 4.845.077 revelan FSH humana purificada
es libre de LH y el usc de-la misma para fertilizacibén in vii
EP 322 438 revela una proteina con por 1lo menos 6200 I
actividad de FSH que ese suétancialmeﬁte libre de actividac

"LH, y en donde la subunidad-alfa y subunidad-beta de 1
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respectivamente, pueden ser tipo mnatural o formas truncadas
especificadas de las mismas.

La terapia prolongada es necesaria para obtener un efecto
terapéutica, generalmente durante 8-10 dias consecutivos vy
algunas veces hasta 21 dias para estimular la foliculogénesis en
mujeres, Y durante hasta 18 meses en. masculinos
hipogonadotréficos para inducir espermatogénesis. La hFSH
recombinante es generalmente administrada como una inyeccién
i.m. o s.c. diaria, con la consecuente .incomodidad y con 1la
posibilidad de una potencial reaccién en el sitio de inyeccién
local. La reduccién de 1la frecuencia de administracidén
facilitaria la terapia y haria a la de gonadotrofiﬁa ‘més
conveniente, mas tolerable y agradable a la paciente.
Glicosilacidén de FSH

Las gonadotropinas son glicoproteinas, en donde cada subunidad
posee cadenas secundarias de oligosacaridos (unidas en N) de
unidn con asparagina que son importantes para la actividad vy
funcidén in vivo. La adicién de carbohidratos (glicosilacién) a
polipéptidos es un episodio post-traduccional gque produce la
adicién de cadenas de azlcar a amincdcidos (unidos en O0)
serina/treonina o de asparagina (unidos en N) especificos. En
contraste con la secuencia de aminofcidos invariable de 1la
porcidn de proteinas de las glicoproteinas, las estructuras de
carbohidratos son variables, una caracteristica referida como

microheterogenicidad. Por ejemplo, los sitios de N-glicosilacién




bYa

en la misma proteina pueden <contener estructuras
carbohidratos diferentes. Ademas, aln en el mismo sitio
glicosilacién en wuna glicoproteina dada, pueéen encontra:
diferentes estructuras de carbohidratos. Esta heterogeneidad

una consecuencia de 1la, sintesis dirigida de no patrén de
i

carbohidratos.

La N-glicosilacién de proteinas se produce especificamente en

patrdn dé consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, y en una menor medida en

patrén de consenso Asn-Xaa-Cys, en donde Xaa puede sexr cuglgu

residuo de aminoécido;. S$in embargo, la presencia de

tripéptido de consenso .no es suficiente para asegurar dque
I

residuo de asparagina serd glicosilado. Por ejemplo, la

glicosilacidn de la secuencia Asn-Pro-Ser/Thr se produce a

velocidad 50-veces mds baja que otros patrones de consenso

Asn-Xaa-Sexr/Thr.

La FSH humana contiene cuatro sitios de gliceosilacién de uni
N: dos en la subunidad-alfa comin en las posiciones 52 y 7
dos en la subunidad-ﬁeta en las posiciocnes 7 y 24.
carbéhidratos finados a 1la subunidéd—alfa. de FSH son criti
para el ensamble, integridad, secrecién y transduccién de se
de dimeros, mientras que los carbohidratos de subunidad-beta

importantes para el ensamble, secrecién y depuracidn

heterodimero de la circulaciédn.

Galway y otros, Endocrinclogy 1990; 127 (1) : 93-100 demuest

que las variantes de FSH producidas en la linea de células



transferasa-I de N-acetilglucosamina o un linea de células CHO
defectuosa en cuanto a transporte de Aacido sialico son tan
activas como FSH secretada por células tipo naturales o FSH
pituitaria purificada in vitro, pero carecieron de actividad in
vivo, presumiblemente debido a lg rapida depuracién‘ de las
variantes glicosiladas inadecuadamente en suero. . D'Antonioc vy
otros, Human Reprod 1999; 14 (5): 1160-7 describen varias
isoformas de FSH gue circulan en la corriente sanguinea. Las
isoformas poseen secuencias de aminodcidos idénticas, pero
difieren en su extensidén de modificacidén post-traduccional. Se
encontrd que el grupo de isoformas menos acidico tuvo una
depuracidn in vivo mas répida seglin se compara con el grupo de
isoformas acidico, posiblemente debido a diferencias en el
contenido de &cido siddico entre las isoformas. Ademds, Bishop
Y otros, en Endocrinology 1995; 136 (6): 2635-40 concluyen dque
la vida media circulatoria parece ser el determinante primario
de la actividad in vivo. Estas observaciones 1llevaron a 1la
hipbétesis de que la vida media de FSH podria aumentarse mediante
la introduccidén de sitios de glicosilacidén adicionales para
aumentar el contenido de acido sidlico en el polipéptido.

Variantes de FSH

Los agonistas de FSH con mayores vidas medias se han
desarrolladco mediante la fusién de péptido carboxiterminal de
hCG (CTP) con FSH humana recombinante natural (rhFSH). La

porcidén de CTP consisten en aminodcidos 112-118 a 145 con cuatro
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sitios de glicosilaciéni de unidén-0O ubicados en las posiciones
121, 127, 132 y 138. US 5.338.835 y US 5.585.345 revelan una
subunidad-beta de FSH modificada extendida en Glu de terminal C
con la porcién CTP de hCG. El andlogo modificado resultante se
estabiece como poseedor de una actividad biolégica de FSH
natural o nativa, pero Pna vida medio circulante prolongada. US
5.405.945 revela que; la porcidén Terminal carboxi de la
subunidad-beta de hCG o una variante de la misma posee efectos
significativos sobre la depuracién de CG, FSH, y LH.

US 5.883.073 revela proteinas de cadena simple que comprenden
dos subunidades-alfa cgn actividad agonista o© antagonista para

CG, TSH, LH y FSH. US 5.508.261 revela polipéptidos
I

heterodiméricos con afinidad de unién con los receptores de LH y

'FSH que comprenden una subunidad-alfa de hormona de

H
i

glicoproteina y un polipéptido de subunidad beta de ocurrencia
no natural, en donde el polipéptide de subunidad-beta es una
cadena de aminodcidos que comprende cuatro subsecuencias unidas,
en donde cada una es seleccionada entre una lista de secuencias
espeﬁificas.. Klein y otros (2003) revelan un analogo dg cadena
simple de FSH con uﬂa vida media aumentada, en donde las
subunidades alfa y beta se unen por un oligopéptido gue contiene
'dos sitios de glicosilacién unidos con'N5

WO 01/58493 revela 77 mutaciones que pueden haﬁerse en la
subunidad alfa de FSH y 51 mutaciones que pueden hacerse en la

subunidad-beta de FSH en un intento por mejorar la vida media in



vivo de FSH. Ademds, WO 01/58493 revela gue unc o mas sitios de
glicosilacién pueden agregarse al térmiﬁo N de FSH para mejorar
su vida media o insertarse en varios sitios dentro -del
polipéptido de FSH. WO 01/58493, mientras describe que los
sitios de glicosilacidén pueden insertarse en el polipéptido de
FSH, no provee directivas sobre los sitios especificos en donde
se podria insertar un sitio de glicosilacién y mantener la
actividad de FSH WO 01/5849%3 revela ademds que la subunidades
alfa y beta mutantes pueden utilizarse individualmente (1 sitio
de glicosilacidén adicional) o en combinacién (2 sitios de
glicosilacién adicionales). Los 128 mutantes candidatos se
identificaron utilizando 50 modelos de la estructura 3D de FSh -
gue se generaron en base solamente a la estructura de hCG y una
alineacién de secuencia de FSH y hCG a pesar de s&lo el 32% de
identidad entre las subunidades-beta de hCG y FSH. WO 01/58493'
no revela la produccidén o ensayo de cualquiera de las
subunidades alfa o beta de FSH en donde un sitio de
glicosilacidén se introdujo por mutagenesis dirigida al_sitio.

WO 05/020934 revela GMl, con mutaciones en las subunidades alfa

Y beta de FSH, incluyendo una doble mutacién en B ESS5N/V57T, es
decir, el residuo E en la posicién de aminodcidos 55 mutada con

N y el residuo V en la posicidén de aminoadcidos 57 mutada en T.

La secuencia de aminocacidos de B E55N/V57T se muestra en SEC ID

NC:3,




Existe la necesidad clinica de un producto que provee parte o la
totalidad de los efectos terapéuticamente relevantes de FSH, vy
que pueden administrarse a intervalos menos frecuentes seglin se
compara con los productos de FSH actualmente disponibles, y que
preferentemenpe provee un nivel mas estable de actividad FSH
circulanté segln se comprara con la obtenible por el tratamiento
actual..

La presente invenéién se refiere a dichos productos asi como a
los medios para realizar dichos productos.

RESUMEN

La presente invencién se refiere a moléculas de FSH mutantes, en
donde 1la subunidad alfa de FSH comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo formado por SEC ID NOS:4-5 y en
donde la subunidad-beta de FSH comprende SEC ID NO: 3. La FSH
puede ser N-glicosilada en 0, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 residuos de
aspardgina de dicha FSH mutante. En una realizacidén N5 de 1la
subunidad-alfa mutante de SEC ID NO:4 puede glicosilarse: En
otra realizacidn N5 de la subunidad-alfa mutante de SEC ID NO:5
puedé glicosilarse. En una realizacidn, N5 de la subunidad-beta
mutante de SEC ID NO:3 puede glicosilarse.

La presente invencién también se refiere a moléculas de ADN
aisladas que codifican mutantes de subunidad-alfa de FSH
seleccionados entre grupos formados por SEE ID NOS:4-5. La

presente invencidén también se refiere a un ADN aislado gue
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codifica una subunidad-beta de FSH que comprende la secuencia de
SEC ID NO:3.

La presente invencién también se refiere a un vector que
comprende ADN que codifica un mutante de subunidad-alfa de FSH
seleccionado entre el grupo formado por SEC ID NOS:4-5. El
vector puede ser un vector de expresidn.

La preéente invencién también se refiere a un vector gque
comprende ADN que codifica un mutante de subunidad-beta de FSH
que comprende la secuencia de SEC ID NO:3.. El wvector puede
ser un vector de expresidn.

La presente invencidn también se refiere a un vector que
comprende un primer ADN y un segundo ADN, en donde el pfimer ADN
codifica un mutante de subunidad-alfa de FSH seleccionado entre
el grupo formado por SEC ID NOS:4-5 y en donde el segundo ADN
codifica un mutante de subunidad-beta de FSH gque comprende la
secuencia de SEC ID NO:3. El vector puede ser un vector ae
expresidén. .

La presente invencién también se refiere a wuna célula que
comprende un vector que comprende ADN que codifica un mutante
de subunidad-alfa de FSH seleccionado entre el grupo formado por
SEC ID NOS:4-5. El vector puede ser un vector de expresién. La
célula puede ser una célula de mamiferos, por ejemplo una célula

de CHO.

La presente invencién también se refiere a una célula que

comprende un vector que comprende ADN que codifica un mutante
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de subunidad-beta de FSH que comprende la secuencia de SEC 1ID

NO:3. El vector puede ser un vector de expresidn. La célula
! .
puede ser una célula de mamiferos, por ejemplo, una célula CHO.
La presente invencién  también se refiere a wuna célula que
comprende un vector gque comprende un pfimer ADN y un segundo
ADN, en donde el prime; ADN codifica un mufante de subunidad-
alfa de FSH sgeleccionado entre el grupo formade por SEC ID
NOS:4-5 y en donde el segundo ADN codifica un mutante de
subunidad-beta de FSH que comprende la secuencia de SEC ID NO:3.
El vector puede ser un Lector de expresidn. La célula puede ser
una célula de mamiferos, por ejemplo, una célula CHO.
La preseéte invencidén también se refiere a wuna célula que
comprende jun primer y un segundo vector, en donde el primer
vector comprende un ADN que codifica un mutante de subunidad-
alfa seleccionado entre el grupo formado por SEC ID NOS:4-5 y el
segundo vector comprende ADN que codifica un mutante de
subunidad-beta de FSH qﬁe comprende la secuencia de SEC ID NO:3.
El vector o los vectores puedeﬁ ser vectores de expresién. La
céluia puede ser una célula de mamiferos, por ejemplo, una
- célula CHO.
La presente invencidén también se refiere a un método para
producir un mutante de FSH que comprende cultivar células de
mamiferos capaces de glicosilar proteinas, en donde dichas

células comprenden un primer vector de expresidn que comprende

ADN que codifica un mutante de subunidad-alfa de FSH



seleccionado entre el grupo formado por SEC ID NOS:4-5 y un
segundo vector de expresién que comprende ADN gque codifica un
mutante de subunidad-beta de FSH que comprende la secuencia de
SEC ID NO:3. En otra realizacién de 1la presente invencidn
dichas células comprende un vector simple gque comprende ADN gue
codifica un mutante de subunidad-alfa de FSH seleccionado entre
el grupo formado por SEC ID NOS:4-5 y gue ademads comprende ADN
que codifica un mutante de’ subunidad-beta de FSH que comprende
la secuencia de SEC ID NO:3.

La presente invencidn también se refiere a una composicién que
comprende un mutante de FSH vy un portador o excipiente
farmacéutica mente aceptable del mismo, en donde la subunidad-
alfa de FSH comprende una secuencia seleccionada entre el grupo
formado por SEC ID NOS:4-5 y en donde la subunidad-beta de FSH
comprende SEC ID NO:3.

La presente invencidén también se refiere a un método para tratar
un mamifero infértil, gque comprende administrar a un mamifero
que lo necesita una cantidad efectiva de un mutante de FSH, en
donde la subunidad-alfa de FSh comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo formado por SEC 1ID NOS:4-5 Yy en
donde la subunidad-beta de FSH comprende SEC ID NO:3.

La presente - invencién también se refiere a un método para
estimular la foliculogenesis en un mamifero, que comprende
administrar a un mamifero que lo necesite una cantidad efectiva

de wuna FSH mutante, , en donde la subunidad-alfa de FSH




12

comprende una secuencia seleccionada entre el grupo formado por
SEC ID NOS:4-5 y en donde la subunidad-beta de FSH comprende SEC
ID NO:3.

La presente invencién también se refiere a un método para
inducir hiperestimulacién ovérica en un mamifero, que comprende
administrar a un mamifero que lo necesite una cantidad efectiva
de una FSH mutante, en donde la subunidad-alfa de FSH comprende
una secuencia seleccionada entre el nérupo formado por SEC 1ID

NOS:4-5 y en donde la subunidad-beta de FSH comprende SEC ID

NO:3.

Breve descripcidén de los dibujos

La Figura 1 muestra una alineacién de los mutantes de
subunidad-alfa GNFT (SEC ID NO: 4), vy GNRT (SEC ID NO:5) con 1la
subunidad-alfa humana de FSH (SEC ID NO: 1). Los nuameros de

residuos se refieren a la subunidad-alfa humana de FSH (SEC ID
NO: 1) en donde 1 es el primer aminodcido de polipéptido maduro.
La Figura_ 2 muestra una curva de respuesta-dosis para las
subunidades-alfa de FSh mutante comparada con FSH tipo salvaje o
natural Clon 10c-o GNRT/GM1 B. Clon 1llc- o GNFT/ GM1pB.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Mientras se ha demostrado que el aumento del contenido de
carbohidratos de FSH puede llevar a una mayor vida media in
vivo, el mejoramiento de la vida media de FSH es mAs complicado

que la simple adicién de sitios de glicosilacidén adicionales.
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Mientras que 1la secuencia de consensc de glicosilacidén es
necesaria para la adicién de carbohidratos, no es suficiente
para asegurar que un sitio de adicidén de carbohidratos sera
utilizado. Otros factores, tal como el plegado y conformacidn de
proteina local 'durante la biosintesis, determinan si un
oligosacdrido se fija en un sitio de secuencia de consenso dado.
Ademds, a fin de que la glicosilacidn adicional 1lleve a un
aumento en la vida media_;n vivo, la secuencia de consenso debe
estar en una posicidn tal que 1la glicosilacién del sitic no
interfiera con la unidén del receptor, o' comprometa el plegado,
conformacién o estabilidad de la glicoproteina. En este punto,
los analogos de FSH con mayores vidas medias se han limitado
principalmente a las proteinas de fusién en donde la porcién

fusionada del polipéptido incluia sitios de glicosilacién

adicionales.

FSH Mutante

Se provee una FSH mutante que se ha meodificadc para crear sitios
de reconocimiento de glicosilacién adicionales. La subunidad—
alfa del mutante de FSH puede tener_ una de 1las siguientes’
mutaciones, comparade con la subunidad-alfa de tipo natural: una
insercién de la secuencia de amiﬁoﬁpidos GNFT entre residuos de
aminodcidos 3 y 4 de la subunidad-alfa de tipo salvaje o una
insercién de la secuencia de aminodcidos GNRT entre residuos de

aminodcidos 3 y 4 de la subunidad-alfa de tipo salvaje o

natural. Una FSH mutante puede comprender cualquiera de las
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subunidades-~alfa mutantes anteriores en combinacidn con la

H
i

subunidad-beta mutante, por ejemplo f GM1 que contiene la
siguiente mutacién: E5FN/V57T. uno o mas de . los sitios de
glicosilacidn adicion;les de FSH recombinante pueden ser
glicosilados uno o més: sitios de glicosilacidén adicionales de
FSH mutan?e pueden serlglicosilados in vitro o in vivo. Tal
como se utiliza en la presente, el términc “mutante GNFT “ se
refiere a una FSH mutante que comprende una subunidad-alfa seg(n
se establece en SEC ID NO:4 y una subunidad-beta seglGn se
esﬁablece en SEC ID NO:3. Tal como se utiliza en la presente,
el término “mutante GﬁRT" se refiere a una FSH mutante que
comprende una subunidad-alfa segin se establece en SEC ID NO:3 y

|
una subunidad-beta seglin se establece en SEC ID NO:3

El mutante de FSH pueée producirse mediante cualquier método
adecuado gue se conozca en el arte. Estos métodos incluyen 1la
construccién de secuencias de nucledtidos que codifican 1los
respectivos mutantes de FSH y gue expresan la secuencia de
aminodcidos en un huésped transfectado adecuado. El mutante de
combinacidn de sintesis quimica Y tecnologia de ADN
recombinante.

El mutante de FSH puede comprender 1las subunidades alfa y béta
de FSH en la forma de dos cadenas de polipéptidos separadas, en

donde las dos cadenas se dimerizan in vivo de manea de.formar un

polipéptido dimérico, ¢ puede comprender un constructo de cadena
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simple gque comprende las dos subunidades unidas en forma
covalente por un enlace de péptide o© una unidén o enlazador
péptido. Los residuos de aminocacidos del péptide de enlace
pueden exhibir propiedades que no interfieren significativamente
con la actividad del mutante de FSH.

El mutante de FSH puede tener una vida media mayor comparada con
la PSH de tipo salvaje. El mutante de FSH puede también tener
una estabilidad mayor comparada con la FSH de tipo natural. El
mutante de FSH puede comprender oligosacéridos en 0, 1, 2, 3, 4,

5 o 6 de los sitios de glicosilacidén de unidén-N, También se
provee una poblacidén de mutantes de FSH, dgue puede comprender
uno o mas isoformas de mutantes FSH, en donde cada isoforma
comprende oligosacaridos en 0, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 de los sitios
de glicosilacidén de unidn-N.

La secuencia de nuclebétidos que codifica las subunidades alfa o
beta del mutante de FSH puede construirse aislando o
sintetizando wuna secuencia de nucledtidos gque codifica la
subunidad FSH madre, tal como la hFSH-alfa o hFSH—bepa con las
secuencias de aminodcidos que se muestra en SEC ID NOS: 1 vy 2,
respectivamente. La secuencia de nucledtidos puede luego
cambiarse de modo de efectuar la sustitucién o reinsercién de
los residuos de aminodcidos relevantes. La secuencia de
nucledtidos puede modificarse mediante mutagenesis dirigida al
sitio. En 1la alternmativa, la secuencia de nucledtidos puede

prepararse por sintesis quimica, en donde los ologonucledtidos
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son diseflados en base a la secuencia de amincacidos especifica
del mutante de FSH.

La secuencia de nucledtidos que codifica al polipéptido puede
insertarse en un vector recombinante y unirse en forma operable
a una secuencia de control necesafia para expresidén del
Qolipéptido en la cé&lula huésped transfectada deseada. Las
secuencias de contrcl pueden ser cualquier compénente que sea
necesario o ventajoso para la expresidén de un polipéptido. Los
ejemplos de secuencias de control adecuadas para dirigir
- transcripcién en células de mamiferos incluyen 1los promotores
temprancs o tardios de SV40 vy adenovirus, por ejemplo, el
promotor tardioc mayor 2 de adenovirﬁs, el promotor MT-1 (gen de
metalotioneina) y el promotor de gen inmediato-tempranc de
citomegalovirus humano (CMV).

Un experto en el arte puede realizar una seleccidn entre estos
vectores, secuencias de control de expresién y huéspedes sin
experimentacidn indebida. El vector recombinante puede ser un
vector de replicacidén autdnoma, es decir, un vector gue existe
comé una entidad extracromosdmica, cuya replicacidén es
independiente  de 1la replicacién cromosdmica, por ejemplo, un
plasmido. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando

se introduce en una célula huésped, ese integrado en el genoma

de célula huésped y replicado junto con el cromosoma en donde se

ha integrado.
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El vector puede ser un vector de expresiéﬁ en donde la secuencia
de nucledtidos que codifica el polipéptido de la invencién esta
operativamente unido a segmentos adicionales requeridos para
transcripcién de una secuencia de nuclebdtidos. El1 vector puede
derivar de plésmido © ADN viral. Un nuamero de vectores de
expreéién adecuados pafa expresidn en las células huésped que se
mencionan en la presente se encuentran comercialmente
disponibles o se describen en la bibliografia.

El vector recombinante puede ademds comprender una secuencia de
ADN que permite gue el vector se replique en la cé&lula huésped
en cuestidén. Un ejemplo de dicha secuencia, ({(cuando la célula
huésped es una <¢€lula de mamiferos) es el origina SV40 de
replicacién. E1 vector puede también comprénder un mwmarcador
seleccionable, por ejemplo, un gen cuyo producto complémenta un
defecto en 1la célula huésped, tal como el gen que codifica
reductasa de dihidrofolato (DHFR) o uno que confiere resistencia
a una droga, por ej., ampicilina, camamicina, tetraciclina
éloranfenicol, neomicina, higromicina o metotrexato.

El vector puede también comprender un gen amplificable, tal como
DHFR, de modo que las células que poseen maltiples copias del
gen amplificable y secuencias de flanqueo, incluyendo el ADN de
FSh mutante, pueden selecciocnarse en medios adecuados

También se provee un ADN que codifica una subunidad-alfa del
mutante FSH. La secuencia de nucledtidos que codifica las

subunidades alfa y beta del mutante FSH, ya sea preparada por
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mutagenesis dirigida al sitio, sintesis, PCR u otros métodos,
puede opcionalmente tam%ién incluir una secuencia de nucledtidos
que codifica un péptid; de seflal. El1 péptido de sefial puede
estar presente cuando ei polipéptido debe ser secretado a partir
de las células en donde! el mismo es expresado. Dicho péptido de

!
sefial, si estuviera prgsente, puede ser uno reconocido por 1la
, :

célula seleccionada par; expresién del polipéptido. E1 péptido
de sefial puede ser hoﬁélogo (por ejemplo, ser el normalmente
asociado con una subuniéad hFSH) o heterdleogo (es decif, que se
origina de otra fuente distinta de hFSH) al polipéptido o puede
ser homdélogo o heterdlogo a la célula huésped, es decir , ser un
péptido de sefial normalmente expresado a partir de la célula
huésped o una que no es normalmente expresada a partir de la
célula huésped.

Cualquier huésped adecgado puede utilizarse para producir 1los
polipéptidos, incluy;ndo bacterias, hongos (incluyendo

levaduras), células de plantas, insectos, mamiferos u otras

células animales adecuadas, o© lineas de <¢élulas, asi como

animéles transgénicos ¢ plantas. Los ejemplos de céiulas huésped

- de mamiferos adecuédas incluyen 1lineas de célula de ovario de

hamster chino (CHO), (por ejemplo. CHO;KL; ATCC CCL-61), lineas

de células de Monc Verde (CO0S) (por ejemplo. COS 1 (ATCC CRL-
| .

1650}, COS 7 (ATCC CRL—lGSl)); células de ratén (por ejemplo.

NSIO), lineas celulares de rifibn de cria de hamster (BI-EK) (por

ejemplo. ATCC CRL-1632 o ATCC CCL-10), y células humanas (por



19 | SZ‘

ejemplo. BEK 293 (ATCC CRL-1573)), asi_como también células de
plantas en cultivo de tejidos. Las lineas de células adecuadas
adicionales son conocidas en el arte y puestas a disposicidn por
los depositarios plblicos, tal el 2american Type Culture
Collection, EE.UU. Los método s para introducir ADN exbgeno en
células huésped de mamiferos incluyen transfeccidn mediada por
fosfato de calcio, electroporacidén, transfeccidn mediada por
Dextran-DEAE, transfeccién mediada por liposoma y vectores
virales,

Las células pueden cultivase en un medio nutriente adecuado para
produccién del polipéptido utilizando los métodos conocidos en
el arte. Por ejemplo, la célula puedebcultivarse por cultivo de
frasco agitador, fermentacién en pequefla y gran escala
(incluyendc fermentaciones continuas, discontinuas, de carga por
lote o de estado sb6lido) en fermentadores de 1laboratoric o
industriales y en un medio adecuade y bajo condiciones que
permiten que el polipéptido sea e#presado y/o aislado. El
‘cultivo tiene lugar en un medio de nutrientes adecuado que
comprende fuentes de carbono y nitrégeno y éales inorganicas,
utilizando procedimientos conocidéé en el arte. Los medios
adecuados se encuentran provistos por proveedores comerciales o
pueden prepararse de acuerdo con las composiciones publicadas
(por ejemplo. en catédlogos de American Type Culture Collection).
Si el peclipéptido es secretado en el medio de nutrientes, el

mismo puede ser recuperado directamente desde el medio. Si el
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polipéptido no es secretado, el mismo puede recuperarse a partir

de 1los 1lisatos de células. Un métedo produccién de alto

rendimiento de los mut%ntes de FSH de la invencién se realiza a

través del uso de amélificacién de reductasa de dihidrofolato
i _

(DHFR) en células CHC con deficiencia en DHFR, mediante el uso
de niveles sucesivamente mayores de metotrexato segin se

I
describe en la Patente US No., 4.889.803.

El polipéptido de Fsﬁ mutante resultante puede recuperarse
I
mediante métodos conocidos en el arte._ Por ejemplo, puede
recuperarse a partir del medio nutriente por procedimientos
convencionales  que incluyen, sin limitarse a ello,
centrifugacién filtracidn, extraccidén, secado por aspersidn,
evaporacién o precipitacién.. Los polipéptidos de FSH mutantes
pueden purificarse mediante una variedad de procedimientos -
conocidos en el arte, gque incluyen, sin limitase a ello,
cromatografia (por ejemplo, de intercambié iénico, afinidad,
!

hidrofébica, cromatofocalizada, Y exclusidn de tamarfio) ,

i
procedimientoes electroforéticos (por ejemplo. Enfoque

isoceléctrico preparativo), solubilidad diferencia (por ejemplo,

- precipitacién de sulfato de amonio), SDS-PAGE, © extraccidn.

También se provee una compesicidén farmacéutica que comprendé el
mutante FSH. Dicha composicién farmacéutica puede utilizarse
para estimular foliculogenesis, por ejemplo, conjuntamente con
técnicas de induccién de ovulacién o de reproduccién asistida

(TRA) . Debido a que el mutante de FSH de la presente invencidn
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puede ser efectivo en la induccién de mialtiples foliculos para
desarrollar y madurar, puede ser particularmente adecuado para
su uso en TRA, en donde se desea recolectar mGltiples oocitos.

El mutante de FSH puede utilizarse para inducir mono-
foliculogenesis para 10, o paucifoliculbgenesis (hasta alrededor
de tres foliculos ) para IUI, para fertilizacidédn in vivo. La
monofoliculogenesis puede también lograrse con una dosis
reducida del mutante de FSH, o una dosis menos frecuente segln
se compara con las preparaciones de FSH convencionales. Por
ejemplo, en OI una preparacién de FSH de 1la invencidén puede
administrarse a 225-400 IU cada tres dias, o dosis menores,
dependiendo de la respuesta del paciente. La respuesta del
paciente puede ser seguida por sonografia.

El mutante de FSH de la invencién puede utilizarse en un régimen
de hiperestimulacidén ovArica controlada (COH). Los -regimenes
convencionales para COH incluyen una fase de reduccidén en donde
la hormona luteinizante enddégena (LH) es reducida mediante la
administracién de un agonista de hormona de libgracién de
gonadotrofina (GnRH) seguido por una fase estimulatoria en donde
se induce el desarrollo folicular (foliculogenesis) por la
administracién diaria de hormona de estimulacién de foliculos
(FSH) , generalmente a alrededor de 150-225 IU/dia.

La estimulacién alternativa puede iniciarée con FSH después de
menstruacidén espontdnea o© inducida, por administracién de un

antagonista de GnRH (que generalmente se inicia alrededor del
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dia seis de la fase estimulatoria). Cuando hay por 1lo menos 3
foliculos >16 mm (uno de 18 mm), un bolo Gnico de hCG (5-10.000
IU) puede administrarse para imitar la produccién natural de LH
e inducir la ovulacidén. La recuperacidén de oocitos puede durar
36-38 horas después de la inyeccién de hCG.

El mutante de FSH puede también utilizarse para IO y IUI. PoY
ejemplo, la estimulacién de FSH puede iniciarse después de la
menstruadién espontédnea o inducida, a una dosis diaria de 75-150
IT. cuando 1 o 3 foliculos han alcanzado un diametro de por lo
menos 16 mm, un bolo Unico de hCG puede administrarse para
inducir la ovulacién. La inseminacidén puede realizarse in vivo,
por relacién‘sexual normal o IUT.

Debido a que el mutante de FSH puede tener una vida media
incrementada con respecto a 1las preparaciones de FSH del tipo
natural, los regimenes tal como 1los. descriptos anteriormente
pueden emplear dosis IU menores de FSH, y/o pueden modificarse
por reduccién del periodo de estimulacién de FSH, mientras se
logra una respuesta iqual o menor, en términos de nlimero vy
viabilidad de foliculos. Por lejemplo, la foliculogenesis
adecuada puede lograrse con dosigs diarias de alrededor de-

50-150, 50-100.0© 50-75 IU FSH. La dosis de FSH puede ser diaria

o semi-diaria. El periodo de dosis puede ser menor que o de
alrededor de 14, 12, 11 o 10 dias. Para IO, la preparacidn de

mutante de FSH puede administrarse en dosis de 25-150 o 50-125

IU FSH/dia. Para el tratamiento de infertilidad masculina,
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|

puede administrarse una/preparacién de mutante de FSH a 3 X 150
i

a 300 IU/semana hasta 'que la espermatogénesis alcance niveles
| :

adecuados para la inseminacién, ya sea a través de relacidén

|
sexual regular o por técnicas TRA.

Debido a la vida media mds larga de la FSH mutante,

: el mismo
|
|
!

puede administrarse como una preparacidn de actuacién
prolongada, que puede administrarse menos frecuentemente que
cada dos dias. La FSH convencional puede administrarse a

{

alrededor de 300 IU enécada segundo dia, mientras gque se logran
i

resultados similares a }a administracidn cada dia a alrededor de
|

150 IU. La FSH mutantg puede administrarse cada 3, 4, 5, 6 o 7
dias, mientras se logr;n resultados similares o mejores gque la
administracidén diaria de FSH ccnvencional.

El mutante de FSH puede utilizarse para la fabricacién de un
medicamenté para tratamiento de enfermedades, desbébrdenes o
condiciones. En otro aspecto, el polipéptido o la composicién
farmacéutica de acuerdo con la invencidén se utiliza en un método

i

para tratar un mamiferc en particular un humano, gque comprende
administrar al mamifero que lo necesite dicho polipéptido o
composicién farmacéutica.

Resultaré evidenteipara los expértbs en el arte que una cantidad
efectiva de un polipéptido, preparacidén o composicidén depende,
entre otras cosas, de la enfermedad, la dosis, el programa de
administracién, si ei polipéptido o preparacidén o composicidn se

administra en forma aislada o conjuntamente con otros agentes
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terapéuticos, la vida media en suero de las composiciones, y la
salud general del paciente. En general, una dosis efectiva de la
preparacién o composicidén es suficiente para asegurar un efecto
terapéutico.

El mutante de FSH puede administrarse en una composicidn gque
incluye uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables. "Farmacéuticamente aceptable" significa un portador
0 excipiente que no prcduce efectos adversos en paciente a los
que se administra. Dichos portadores y excipientes farmacéuticg
mente aceptables son bien conocidos en el arte, y el polipépti@p

puede formularse en composiciones farmacéuticas mediante wétodos

bien conocidos (ver, por ejemplo,. Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18° edicidén, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing
Company {1990} ; Pharmaceutical Formulation Development of

Peptides and Proteins, S. Frokjaer y L. Hovgaard, Eds., Taylor &
Francis (2000); y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3°
Edicidén, A. Kibbe, Ed;, Pharmaceutical Press (2000)). - .Los
excipientes farmacéutica mente aceptables que pueden utilizarse
en composiciones que comprende el polipéptido incluyen, por
ejemplo, agentes amortiguantes, agentes estabilizantes,
conservantes, isotonificantes, suffactantes o detergentes no
iénicos (*agentes humectantes "), antioxidantes, 'égentes de
relleno, agentes quelantes y cosolventes.

La composicidén farmacéutica que comprende el mutante de FSH

puede ser formulada en una variedad de formas, que incluyen,
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liquidos, por ejemplo, soluciones o suspensiones listas para
usar, geles, liofilizados, o cualquier otro forma adecuada, por
ejemplo, polvo o cristales adecuados para preparér una solucién.
La forma de 1la composicién puede depender de la indicacién
parﬁicular que se trata y resultard evidente para un experto en
e; arte.

La composicién farmacéutica que comprende el mutante de FSH
puede administrarse en forma intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica, subcuténea, sublingual, bucal,
intranasal, transdérmica, por inhalacién o en cualquier otra
fbrma aceptable, por ejemplo, utilizando tecnologia ’PowderJect
0 Prolease o un sistema de inyeccidén tipo lapicera. E1l modo de
administracién puede depender de la indicacidn particular
tratada y resultard evidente para un experto en el arte. La
composicién puede administrarse subcutianeamente, lo que
permitird al paciente realizar la auto-administracién.

las composiciones farmacéuticas pueden administrarse
conjuntamente con otros agentes terapéuticos. Estos agentes
puedén incorporarse como parte de la misma composicidn
farmacéutica o pueden administrarse separadamente a partir de
los polipéptidos, ya sea en forﬁa concurrente o de acuerdo con
otro programa de tratamiento aceptable. Ademas, el polipéptido,

preparacidén o composicién farmacéutica pueden utilizarse como un

accegorio a otras terapias.
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La presente invencidén posee miltiples aspectos, ilustrados por
los siguientes ejemplos no limitativos.

Mutantes de FSH

La estructura de c¢ristal 3D de FSH humana se utilizd para
identificar las regiones en la molécula de FSH en donde puede
insertafse un sitio de glicosilacidén candidato. Dos moléculas de
FSH (cuatro subunidades) estadn presentes en cada unidad
asimétrica de la estructura de cristal. Las dos moléculas de FSH
se superpusieron y se compararon, en donde cada residuo es
visualmente inspeccionado para identificar los sitios
potenciales en donde puede insertarse un sitio de N-
glicosilaciédn que no causaria la disrupcidén del plegado adecuado
del polipéptidc de FSH o reduciria 1la actividad de FSH. La
eétructura cristalografica de FSH se combiné con el conocimiento
de la interaccidén FSH/receptor FSHR para asistir en la seleccidn
de los potenciales sitios de N-glicosilacidn. Los principales
criterios dé disefioc fueron la disrupcién minima de estructura
3D, minima disrupcidén de sitios de unién y activaciénresperados,
y estructura 3D predecible compatible con glicosilacién. En
base a los criterios anteriores, se prepararon los siguientes

dog mutantes de insercidn de la subunidad-alfa de FSH:
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# { Mutaciones SEC ID NO

1| Inserto GNFT | 4

2| Inserto GNRT |5

I
|
Andlisis morfoldgico de los mutantes de FSH
- -
Las alicuotas de scbrenadantes -de cultivo concentrado de

expresién temporaria de mutantes de subunidad-alfa de FSH 1-2 se
. analizaron por SDS-PAGE bajo condiciones de no reduccidén que

1
i
{

permiten la resolucidén de heterodimeros de FSH intactos a partir

)

de subunidades alfa % beta 1libres. Al comparar 1los pesoé
molecularés aparentes ée cada heterodimero mutantes con los de
FSH tipc natural, es ppsible determinar si la FSh mutante es
!
hiperglicosilada con relacidén a la FSH tipc natural o salvaje.
En resumen, después de la electroforesis, las proteinas fueron
electroforéticamente transferidas a PVDF y se visualizaron
|
utilizandb anticuerpc Serono 9-14 dirigido contra la subunidad-
alfa de FSH. Como un control, se analizardn también FSh humana
natural, mutante GM1l, FSH-CTP y Gonal F. La Tabla 1 muestra el
pesc molecular aparente del heterodimero formado por los

mutantes de subunidad-alfa y subunidad-beta tipo natural segin

se calcula en base a patrones de peso molecular.
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Muestra M, (kDa) | Conc. Plegado
FSH-CTP 45,244
Gonal F 38,482 37x

GNFT inserto | 49,375 36x

GNRT inserto 49,172 35%

GM1 46,202 40x%

pesoFSH 45,083 | 36x

Tal como se muestra en la Tabla 1, cada uno de los dos mutantes
de FSH expresados, es decir los insertos GNFT y GNRT,
demostraron mayor glicosilacidn segin se demuestra mediante un
cambio de 1la distribucidén del pesc molecular aparente del
heterodimero comparade con la FSH humana ndatural.

Funcidén In Vitro de mutantes de FSH

A fin de determinar la actividad de los mutantes de FSH, cada
mutante fue sometido a ensayo con especto a la capacidad para
estimular la produccidén de cAMP en una linea de células CHO que
expresa recombinantemente al receptor de FSH humana. Las células
CHO-FSHR fueron mantenidas en FSHR El medio de desarrollo [MEM
D(—). {Gibco, cat#l12561-056) + 10% dializado FRS (Gibco,
cat#26300-020) + 600 ng/ml Geneticin (Gibco, cat#10131-035) +
0,02uM MTX] . Las células CHO-FSHR fuerpn sembradas a 2x10°%
células/receptéculo'en‘ 100ul/recepticulo (2x10%°células/10ml = 1

placa) y se incubaron a 37°C durante 24 horas antes del ensayo.
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Las células se utilizaron para ensayo si eran por lo menos 70%

confluentes. .

Se realizd una dilucién 1:3 serial de 12 puntos a partir de 67,5
nM para todas las muestras y patrén interno (se utilizd Gonal F
como un patrén interno). Todas las diluciones se realizaron en
medios de ensayo [DMEM/F12 (libre de fenol, Gibco, cat #11039—.
021) + 1mg/ml BSA (Sigma, A-6003) + 0,1 mM IBMX (inhibidor de 3-
iscbutil-l-metilxantona fosfodiesterasa, Sigma, cat#I-7018)].
Los medios de desarrollo se retiraron de la placa de ensayo, se
agregd 25npl meaios de ensayo (suministrados con MA6000 cAMP MSD
kit- Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD), las placas se
recuperaron e incubaron a 37°C durante 15 minutos. Los
receptédculos fueron luego dosificados con 25 pl/receptéculoc de
la muestra de ensayo, se mezclaron, las placas se recuperaron €
incubaron durante 1 hora a 37°C. Después de 1 hora de
incubacién, 1la mezcla y los medios fueron retirados de ‘105
receptdculos . ' 25 pl de amortiguador de 1lisis estéandar
(suministrado con MA 6000 Meso Scale Discovery kit ) se agregd
luego a cada receptédculo, las placas se cubrieron con sellador
de placas (Packard, cat#6005185) y se agitd durante 5 minutos.
Después de incubacién de 1lisis durante 5 minutos, 25 pl de
material celular de lisis se transfirié a la placa cAMP Meso
Scale Discovery (suministrada con MA6000 MSD kit) y se incubd
con mezclado suave a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se

agregd 25 pl de conjugado cAMP-AP a cada receptaculo y se
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mezcld, Se agregd® luego 25 pl de anticuerpo anti-cAMP a cada
receptdculo, y las placas se cubrieron con sellador de placa y
se agitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las
placas fueron luego lavadas seis veces con 350 pl/receptdculo de
amortiguador de lavado en una lavadora ée placa automitica.
100 pl de Sapphire II RTU (Listo para usar) mejorador dé‘
sustrato se agregd luego a cada receptéculo, las placas se
cubrieron con sellador de placa y se incubaron 30 minutos en la
oscuridad a 25°C. Las placas fueron luego leidas en un segundo
por receptdculo con niveles bajos de ¢cAMP gue mostraban una alté
sefial y altos niveles de cAMP que mostraban una sefial baja. Las
curvas de dosis—réspuesta de los mutantes de FSH se muestran en
la Figura 2. Se calcularon los valores ECso segin se muestré en
la Tabla 2.

Tal como se muestra eﬁ la Figura 2 y la Tabla 2, cada uno de los

mutantes de FSH posee actividad in vitro comparabie a la de FSH

tipo natural.

Tabla 2
Muestra ECso M
FSH tipo natural 2.16E-10

Clon 10C- o GNRT/p GM1 | 2.58E-10

Clon 11C- o GNFT/S GM1 [2.78E-10
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Vida media In vivo de mﬁtantes de FSH

Dos 1lotes diferentes |de wmutante GNFT y mutante GNRT, se
analizaron en egtudios farmacocinéticos éeparados (PK}. Los dos
estudios tenian el mismo disefio. 33 ratas SD hembras inmaduras
de 21 dias de edad (aprox. 40 g de peso corporal; Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) fueron divididas al azar en 5
grupos de tratamiento (n=6) y 1 grupo de linea base (n=3). La
seleccidén de ratas hem?ras inmaduras se basdé en el uso de esta
edad y sexo para determinaciones bioldgicas in vivo de actividad
FSH. Los animales en los grupos de tratamiento recibieron
inyecciones subcutanea% (s.c.) dg 4 ug de GM1 (control), GNFT
mutante , GNRT mutante .0 8 ug de Gonal- F rhFSH (control). La
sangre fue recolectada desde el seno retro-orbital a la hora O
del grupo base y en las horas 1, 2,‘4, &, 10, 24, 48 y 72 h de
los animales en los grupos de tratamiento (n=3/punto de tiempo;
las ratas fueron alternadas de modo de gue no sangren en 2
pﬁntos de muestreo subsiguientes). Aproximadamente 0,1 ml de
sanére fue recolectada de cada rata en cada ‘sangrado, y se
recoleété plasma y se almacené a -80°C hasta que fue analizado
por ELISA. El ensayo para medir las proteinas de FSH en suéfo
de ambos estudios fue DSL FSH Coated Well ELISA (Diagnostics

Systems Laboratories, Webster, TX). Las muestras de suero

fueron cada una analizadas por triplicado.
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La vida medio de mutante GNFT y mutante GNRT es aproxXimadamente
17 horas, mientras que las de los controles GMl y Gonal-F es
aproximadamente de 12 horas y 8 horas, respectivamente. Esto
indica que el mutante GNFT y los mutantes GNRT poseen una vida
media mas larga que FSH tipo natural.

Ejemplo 5

Actividad biolégica In vivo

El modelo in vivo utilizado para determinar 1la actividad
biocldégica de los mutantes GNRT y GNFT esg el ensayo de aumentc de
peso ovarico en ratas. El tratamiento de ratas hembras de 21
dias inmaduras con FSH o© moléculas con actividad tipo FSH, por
ejemplo, mutantes GNRT vy GﬁFT, dispara el desarrcllo de
foliculos ovaricocs y la produccidn de oocitos. Este desarrollo
es fadcilmente detectado por medicidn de peso ovarico en el final
| del periodo de tratémiento. En el modelo, 1la sustancia a ser
ensayada es administrada por inyeccidn durante tres dias Yy los
ovarics son recolectades y pesadoé después de la dltima dosis.
Este ensayo fue utilizado durante varias décadas como la base
para asignar la potencia de FSH a productosiplinicos para fines
de etiqueta Mide la accién fisioldgica relevante de FSH y posee
una clara correlacién con rendimiento del producto en clinica.

La actividad in vivo de los mutantes GNRT y GNFT se compard con
la de FSH tipo natural. Todas las dosis seidéfinieron en base a
la equivalencia esperada de FSH, teniendo en cuenta la potencia

in vitro y la vida media en ratas. Los mutantes GNRT y GNFT se
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REIVINDICACIONES

1. Un A&cido nucleico que codifica wuna subunidad-alfa
mutante de FSH en donde 1la subunidad-alfa comprende wuna
secuencia seleccionada entre el grupe formado por SEC ID

NOS: 4-5.

2. Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con
la reivindicacién 1.

3. El vector de acuerdo con la reivindicacidn 2 en donde el
vector es un vector de expresidn.

4. El1 vector de acuerdo con‘la reivindicacién 2 en donde el
vector comprende ademds un acide nucleico que codifica 1la
secuencia de SEC ID NO:3.

5 Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo
con la reivindicacidn 2.

6. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacién S en
donde la célula es una célula de mamifero.

7. Una FSH mutante, en donde la subunidad-beta comprende la
secuencia de ID NO:3, y en donde la subunidad-alfa comprende una
secuencia codificada por el &cideo nucleico de acuerdo con 1la
reivindicacién 1.

8. Una FSH mutante de acuerdo con la reivindicacién 7 en
donde cualguiera entre 0 a 6 residuos de asparagina son
glicosilados.

9. El mutante de FSH de acuerdo con la reivindicacién 7, ID

NO: 4 y en donde N5 es glicosilado.
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10. La FSH mutante de acuerdo con la reivindicacién 7 en
donde la subunidad-alfa comprende la secuencia de SEC ID NO:5 y

en donde N5 es glicosilado.

11. Un método para producir un mutante de FHS que
. comprende:

proveer una célula gque comprende el 4&acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacidén 1, y un segundo acido nucleico que
codifica SEC ID NO:3; |

cultivar la célula bajo condiciones que permiten 1la
expfesién de los acidos nucleicos primero y segundo.

12. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 11 en donde
la cé&lula es capaz de gliéosilar proteina.

13. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 11 en donde
la célula comprende un, vector simple que comprende el A&cido
nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 1 y un &acido nucleico
que codifica SEC ID NO:3.
| 14. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 11 en donde
la célula comprende un vector que comprende el acido nucleico de
acuerde con la reivindicacién 1 'y gue ademds comprende un
segundo vector que comprende un &cido nucleico que codifica SEC
ID NO:3.

15. _Una.composicién farmacéutica qﬁe comprende el mutante
FSH de acuerd; con la reivindicacién 1 y opcionalmente un

portador o excipiente farmacéutica mente aceptable.
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16. Un método para tratar un mamifero infértil, que
comprende administrar a un mamifero que 1lo necesita la
composicidn farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 15.

17. Un método para estimular foliculogenesis en un
mamifero, gque comprende administrar a un mamifero gque 1lo
necesita la composicidén farmacéutica de acﬁerdo con la
reivindicacidén 15.

18. Un método para inducir hiperestimulacién ovarica en un
mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo

necesita la composicidén farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacién 15.

Buenos Aires, enero de 2007, p.p. de APPLIED RESEARCH - SYSTEMS

ARS HOLDING N.V.

Pedro Chaloupka
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RESUMEN
Se describen mutantes de FSH con mayor glicosilacidén y mayores
vidas medias. También se describe el uso de mutantes de FSH para

inducir foliculogenesis en pacientes humanos.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2006/048898

Box No. 1 Nucleotide andfor amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard to any nuctectioa and/or amino acd sequence disclosed in the ir-\téihéﬁ‘bnal application and necessary 1o the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of;

a. type of material

a saquence listing

D table(s) related to the sequence isling

b. format ot material

on paper
in electronic form

¢.  time of filing/furnishing
contained in the internallonal application as filed
E flied together with the International application in electronic form
E] fumished subsaquently to this Authority for the purposs of search

2 D In addition, in the casa that more than one version or copy of a sequence listing and/or table refating thereto has been filed
oF furnishad, the required statamants that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
appiication as fited or does not go beyond ihe application as filed, as appropriate, were fumished.

3. Additonal comments:

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CO07K14/59 C12N15/16 A61K38/24

Aocording ta inlemational Paten! Classification {(IPC) or Lo both national classification and IPC

B, RELDS SEARCHED

Mininmun documentalion searched (classification system foliowed by dassiication symbols)

CO7K A61K CI2N

Documentation searched olher than minimum documentalion o the exient that such documenis ar included in the fiekds searched

Elecironic data basa consulted during the intemalional search (name of dala base and, where pradiical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, Sequence Search, EMBASE, FSTA, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where gppropriate, of the ralavant passages Ralsvant to daim No.

X WO 01/58493 A (MAXYGEN APS [DK]) 1-18
16 August 2001 (2001-08-16)
the whole document

X WO 2005/020934 A (APPLIED RESEARCH SYSTEMS 1-18
[NL]; GARONE LOUISE M [US3; ARKINSTALL

STEPHE) 10 March 2005 (2005-03-10)

the whole document

X WO 2004/050679 A (APPLIED RESEARCH SYSTEMS 1-18
'[NL]; BRONDYK WILLIAM H [US]; JIANG

XULTANG [) 17 .June 2004 {2004-06-17)

the whole document

—/—

m Furiher documents are listed in the continuation ot Box C. E See patent family annex.

* Spedal calegories of dled documents :

‘T" later documant pubkshad after the Iﬁ!amh:ﬂoggllgnlg d:lue
“pe . . or priorky date and not In conflict with the a| on but
A" documenl defining the general stale of the art which Is not cited to understand the principle or thaory underlying the
considered to be of particular elevance Invention
£ e'alnier document bul publishad on or after the international *X" document of particutar relevance; the claimed invention
ling date N

cannot be considered novel or cannot be considered to
*L" document which may throw doubils on priority daim(s) or
which is clied 1o establish the pubilcation date of another
cilalion or other special reason (as specifiod)
*Or document relerring to an oral disclosure, use, exhibition or
ather means

‘P* documant published prior to the intermational filing date but
faler than the priority date daimed

involve an inventive step when the documenl is taken alone

‘¥* document of panticular relevance: the claimed invertion
cannot be considered to involve an invanlive step when the
document is combined with gne ar more olher such [bg:u—
ments, such combination being obvious to a person skilled
in the an.

‘& document member Of the same patent famity

Dale ¢f the acdlual completion of ihe intemational search

11 January 2008

Date of malling of \he nlemational search repon

21/01/2008

Name ana malling address of the ISA/
: Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Palenllaan 2
NL - 2280 HV Hijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 apo nl.
Fax: (+31-70) 340-3015

Authorzed officer

Valcarcel, Rafael
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Clation of documeni, with indication, where appropeiale, of the relevant passages

Relevant 1o clalm No.

X

FURUHASHI M ET AL: “Effect of additional
N-glycosylation signal in the N-terminal
region on intracellular function of the
human gonadotropin alpha-subunit"
ENDOCRINE JOURNAL, TOKYQ, JP,

vol. 50, no. 3, June 2003 (2003-06), pages
245-253, XP002439749

ISSN: 0918-89%59

the whole document- -

PERLMAN S ET AL: "Glycosylation of an
N-terminal extension prolongs the
half-11fe and increases the in-vivo
activity of follicle stimulating hormone”
JOURNAL OF CLINICAL ENDOCRINOLOGY AND
METABOLISM, ENDOCRINE SOCIETY, CHEVY
CHASE, MD, US,

vol. 88, no. 7, July 2003 (2003-07), pages
3227-3235, XP002390383

ISSN: 0021-972X

the whole document

WEENEN C ET AL: “Long-acting
follicle~-stimulating hormone analogs
containing N-linked glycosylation
exhibited increased biocactivity compared
with 0-linked analogs in female rats"
JOURNAL OF CLINICAL ENDOCRINOLOBY AND
METABOLISM, ENDOCRINE SOCIETY, CHEVY
CHASE, MD, US,

vol. 89, no. 10, October 2004 (2004-10),
pages 5204-5212,5196, XP002439750

ISSN: 0021-972%

the whole document

WO 2007/084441 A (APPLIED RESEARCH SYSTEMS
[NL]; MUDA MARCO [US]; JIANG XULIANG [US];
MC) 26 July 2007 (2007-07-26)

the whole document

Wo 91/16922 A (UNIV NEW JERSEY MED [USD)
14 November 1991 (1991-11-14)

the whole document
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1-18

1-18
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Patent document Publication Patant family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 0158493 A 16-08-2001 AU 3153101 A 20-08-2001
WO 2005020934 A 10-03-2005 AU 2004268683 Al 10-03-2005
BR PI10413206 A 03-10-2006
CA 2535522 Al 10-03-2005
CN 1984926 A - 20-06-2007
EP 1694271 A2 30-08-2006
JP 2007508245 T 05-04-2007
KR 20070029620 A 14-03-2007
MX  PA06002119 A 31-05-2006
WO 2004050679.. A 17-06-2004 AU 2002368265 Al 23-06-2004
CA 2469724 Al 17-06-2004
EP © 1487479 A2 22-12-2004
JP 2005520573 T 14-07-2005
Wo 2007084441 A 26-07-2007  NONE
W0 9116922 A 14-11-1991 CA 2082424 Al 09-11-1991
DE 69131978 D1 16-03-2000
DE 69131978 12 05-10-2000
Ep 0531407 Al 17-03-1993
JP 3330373 B2 30-09-2002
JP 5508400 T 25-11-1993
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION ‘
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
1) N° de solicitud: (51) Int Ci: CO7K 014/059
2) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) LABORATOIRES SERQONO S.A.
30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32) Fecha (33) Pais
60/753,637 22/12/2005 us
(72) Inventor(es) MARCO MUDA
Y OTROS
(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO
35) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 22/07/2008 (87)  Publicacion internacional
36) Datos relalivos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 24/01/2008
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 21/12/2006 N° publicacién: WO 2008/010840
No. de solicitud PCT/US2006/048898 ’

4) Titulo:  MUTANTES DE FSH

Reivindicacién(es):

1. Un acido nucleico. que codifica una subunidad-alfa
mutante de FSH en donde la subunidad-alfa comprende una
secuencia seleccionada entre el grupo formado por SEC ID
NOS: 4-5.

2. Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo
con la reivindicacion 1. '

3. El vector de acuerdo con la reivindicacion 2 en donde el
vectar es un vector de expresion.

4. El vector de acuerdo con la reivindicacion 2 en donde el
vector comprende ademas un &cido nucleico que codifica la
secuencia de SEC ID NO:3.

5. Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo
con la reivindicacion 2.

6. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 5 en
donde la célula es una célula de mamifero.

7. Una FSH mutante, en donde la subunidad-beta
comprende la secuencia de ID NO:3, y en donde la subunidad-
alfa comprende una secuencia codificada por el acido nucleico
de acuerdo con la reivindicacion 1.

8. Una FSH mutante de acuerdo con la reivindicacion 7 en
donde cualquiera entre 0 a © residuos de asparagina son
glicosilados.

9. El mutante de FSH de acuerdo con 1a reivindicacion 7, 1D
NO: 4 y en donde N5 es glicosilado.

10. La FSH mutante de acuerdo con la reivindicacion 7 en
donde la subunidad-alfa comprende la secuencia de SEC ID
NO:5 y en donde N5 es glicosilade.

11. Un métedo para producir un mutalnte de FHS que
comprende:

proveer una célula que comprende el acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 1, y un segunrdo acido nucleico
que codifica SEC ID NQ:3,

cultivar la célula bajo condiciones que permiten la expresion
de los acidos nucleicos primero y segundo.

12. El métedo de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde
la célula es capaz de glicosilar proteina.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde
la célula comprende un vector simple que comprende &l acido
nucleico de acuerdo con Ia reivindicacidn 1y un acido nucleico
que codifica SEC 1D NO:3,

14. Ei método de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde
la célula comprende un vector que comprende el acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 y que ademas
comprende un segundo vector que comprende un 4cido
nucleico que codifica SEC ID NO:3.

15. Una composicion farmaceutica que comprende el mutante
FSH de acuerdo con la reivindicacion 1 y opcionalmente un
portador o excipiente farmacéutica mente aceptable.

16. Un mélodo para tratar un mamifero infértil, que
comprende administrar a un mamifero que lo necesita [a
composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 15.

17. Un método para estimular foliculogenesis en un
mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo
necesita la composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 15,
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MATRIZ DE TIEMPOS

ACTUALIDAD DURACION (DIAS)
A 5
B 30
C 60
_ D 15
=TT, OE 10
F 10
Gl 5
G2 5
Hl 10
H2 10
11 5
2 5
J1 10
12 10—
=== K1 10
K2 10
Ll 5
L2 5
M1 30
ACTUALIDAD  DURACION (DIAS) ACTIVIDAD
M2 30 .
NI 90
TTTN2 90 ]
0l 5 2
02 5 1
p 5 02
Q 5 P
R 15 Q
R

etk

T '"Réd de actividades

AOTTR PO

MATRIZ DE INFORMACION
SECUENCIAS

DURACION

SECUENCIAS

0
5
30
60
15
10
10

DURACION

30
30
90
90

15

Para determinar la red de actividades se construye un arreglo 16gio (Fig. 8), se asignan duraciones
y se estiman los tiempos préximos de iniciacién (Fig. 9), y se calculan los tiempos remotos de

terminacién (Fig. 10).

La etapa final consiste en establecer la matriz de elasticidad para lo cual se calculan los tiempos

remotos de iniciacidn, tiempos proximos de terminacion.

===Matriz de elasticidad

Con la informacién obtenida se calculan las holguras y se procede a formar la matriz de
elastcidad la cual es presentada en la pagina siguiente.
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PCT
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PATENTE DE INVENCION ]
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Comprob7 de pago de las tasas estabIeCIdas
]

2 2 & & 4

COMPLETA

DISENO INDUSTRIAL [ ]
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ESQUEMA DE TRAZADO { ]
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[ ]
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-4 Representacidn grafica del esquema trazado [ ]
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ]

S

Firma Responsable
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Indicacion de que se solicita la concesion de una patente
Datos de identificacién del sollcnante 0 de la persona que presenta la sohcntud [

Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [

Datos de identificacion del solicitante o de {a persona que presenta la solicitud |
Representacion grafica y fotogréfica del Disefio Industrnal 0 muestra del

Indicacién de.que se solicita ei registro de un.Esquema de Trazado
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INCOMPLETA [ ]
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INCOMPLETA [ ]
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E-mail: info@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

FERREROC EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
LABORATORIES SERONO S.A

REFERENCIA Radicacidéon No. 08 75688
Solicitud internacional PCT/US2006/048898
" Fecha inicio fase nacicnal 22/07/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuaciodn 430

Oficio No. - 10’72’7

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. EL solicitante debe aclarar las dependencias en el capitulo reivindicatorio
criginal.
2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del

derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articuleo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comision de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. <{Cuvando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segun indiguen
claramente una cesidn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titule X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidédn 486, se le
requiere para gue dentro del término de dos meses siquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiguese el presente coficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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