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DESCRIPCION

Nuevos anticuerpos monoclonales estimuladores o bloqueadores de la tiroides, secuencias peptidicas que
corresponden a sus regiones variables, y sus usos en medicina diagndstica, preventiva y terapéutica.

La presente invencién se refiere a nuevos anticuerpos monoclonales (mAb) que reconocen al receptor de tirotropina
(TSHr) y tienen actividades estimuladoras o bloqueadoras, a caracteristicas secuencias de aminoacidos y a otras
caracteristicas de dichos nuevos mAbs, y a varios usos de tales mAbs o sus fragmentos que se unen especificamente
en medicina, asi como a usos en campos afines que sean concebibles en vista de la exacta informacion que se da a
conocer con respecto a su comportamiento en materia de unién y a sus caracteristicas estructurales y secuenciales.

Junto con los receptores de lutropina/corigonadotropina (LH/CGr) y de folitropina (FSHr), el receptor de tirotropina
(TSHr) constituye la subfamilia de receptores de hormonas glicoproteinicas (GPHR), que son a su vez miembros de la
gran familia de receptores acoplados a proteinas G tipo rodopsina (GPCR). Los GPHRs albergan a un gran dominio N-
terminal extracelular que es responsable de la especificidad de reconocimiento y uniéon de hormonas, y a una region
transmembrana heptahelicoidal que comparten con todos los GPCRs. Esta parte “serpentina” es responsable de la
transmision de la sefial de activacion, principalmente a la proteina G Gs. El dominio extracelular se compone de dos
agrupaciones ricas en cisteina que flanquean a nueve repeticiones ricas en leucina (LRRs). Se ha propuesto un modelo
estructural de la parte LRR del ectodominio del TSHr, basado en la estructura cristalina del inhibidor de ribonucleasa
porcina (1). El mismo toma la forma de un segmento de herradura, hecho de una sucesion de hebras beta y hélices alfa,
en las superficies concava y convexa de la herradura, respectivamente. Segun los conocimientos actuales, se piensa
que los GPHRs son activados por su respectivo ligando (TSH, LH/CG, FSH) tras la interaccion de la subunidad beta de
las hormonas con residuos especificos de las hebras beta de la herradura.

En contraste con los receptores de LH/CG y de FSH, el TSHr puede también ser activado por autoanticuerpos dirigidos
contra su ectodominio (1). Esta es la causa inmediata de la tirotoxicosis y de la hiperplasia de la tiroides en pacientes
con la enfermedad de Graves (5, 6). Tras la publicacién de la secuencia completa de aminoacidos del TSHr humano
(hTSHr) y de variantes del TSHr de otros mamiferos, fueron generados en distintos animales nhumerosos anticuerpos
contra el TSHr completo o sus secuencias parciales, pero durante mucho tiempo siguieron siendo dificiles de conseguir
anticuerpos que tengan propiedades estimuladores de la tiroides y sean agonistas del TSHr.

Los anticuerpos generados en su mayoria presentaban actividad bloqueadora, es decir que eran capaces de disminuir o
bloquear, en bioensayos, el efecto estimulador de la TSH en el TSHr. Unos pocos de entre ellos también resultaron ser
potentes competidores de los autoanticuerpos estimuladores hallados en sueros de pacientes con enfermedades
autoinmunes de la tiroides, y en especial con enfermedad de Graves. Se describen y se reivindican en la Patente
Alemana DE 199 07 094 C1 y en la correspondiente WO 00/49050 A2/A3 tales mAbs bloqueadores, y mas
especificamente mAbs que se unen a epitopes que comprenden los aminoacidos FDSH, que corresponden a los
aminoécidos 381 a 384 del TSHr humano (hTSHr). Dicha patente también reivindica el uso de anticuerpos bloqueadores
para el tratamiento del hipertiroidismo y de condiciones afines.

Tras anos de intentos infructuosos, finalmente han sido desarrollados modelos murinos de la enfermedad de Graves
(GD) (7 - 10) y esto ha abierto recientemente el camino al aislamiento de un numero limitado de anticuerpos
monoclonales (mAbs) con actividad estimuladora de la toroides (TSAb) (11 - 13). Se demostré6 que estos mAbs
estimulan al TSHr a nivel nanomolar ex vivo, y que al ser comparados con TSH bovina o humana los mismos actuaban
como agonistas parciales. Por ultimo, recientemente ha sido generado a partir de linfocitos periféricos de un paciente
con enfermedad de Graves (14) un Unico mAb humano con actividad de TSAb. En ninguno de estos casos han sido
delineados con precision los epitopes reconocidos por los mAbs.

Los mAbs con actividad de TSAb constituyen inapreciables herramientas cientificas para sondear los mecanismos
implicados en la transduccion intramolecular de la sefial de activacion entre el ectodominio del TSHr y otros GPHRs y su
dominio serpentino. Sin embargo, tales anticuerpos, al ser potenciales agonistas del TSHr, también pueden ser
considerados como candidatos para una serie de usos en medicina diagndstica y terapéutica para los cuales se usa en
la actualidad TSH, ya sea al desnudo o bien etiquetada o bien en forma de conjugados. Uno de tales usos corresponde
al uso de TSH, habitualmente como TSH recombinante (p. ej. como Thyrogen®, tirotropina alfa para inyeccion,
Genzyme Therapeutics), como herramienta diagnostica auxiliar para pruebas de la tiroglobulina (Tg) sérica con o sin
exploracion de todo el cuerpo (WBS) con radioyodo en el seguimiento de pacientes con un historial de cancer de tiroides
bien diferenciado para detectar la presencia de restos de cancer o de cancer residual o recurrente tras tiroidectomia o
tratamiento con radioyodo.

En diagnosis, adecuados anticuerpos que compiten con autoanticuerpos patogénicos presentes en la circulacion de
pacientes afectados por enfermedades autoinmunes de la tiroides, o con poblaciones especificas de tales
autoanticuerpos, ya eran considerados como potenciales alternativas a la TSH competidora convencional en ensayos
para la determinacién de autoanticuerpos, y mas especificamente para TSH bovina (bTSH) etiquetada, que se usa en la
actualidad en el aplastante nimero de inmunoensayos competitivos para la determinacion de autoanticuerpos para el
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TSHr (TRADb). Tales usos de anticuerpos como competidores estan por ejemplo descritos en la EP 1 301 767 Al
(determinacion de autoanticuerpos bloqueadores) de los solicitantes, o en la PCT/EP03/12129 (WO 04/048415), que
describen, inter alia, el uso de anticuerpos humanos policlonales etiquetados purificados por afinidad como
competidores en tales ensayos. Ambas solicitudes describen que el uso de anticuerpos como competidores en
comparacion con el uso de TSH puede proporcionar ciertas ventajas significativas, p. ej. con respecto a una deseada
selectividad de una determinacion o a la estabilidad de la union especifica del competidor a preparaciones de TSHr tras
un prolongado almacenamiento del kit (kit = conjunto de materiales y utensilios) de ensayo.

Para ser Gtiles como alternativas a la TSH en aplicaciones diagndsticas y terapéuticas, los mAbs preferiblemente deben
unirse, con la afinidad apropiada, a partes del TSHr implicadas en la unién de la TSH y en la uni6n de los
autoanticuerpos, respectivamente. A efectos terapéuticos o de diagnosis in vivo la actividad agonistica estimuladora o
bien como alternativa la actividad bloqueadora de tales mAbs preferiblemente debera ser del mismo orden de magnitud
como la de la TSH y la de los autoanticuerpos respectivamente, y debe ser observable también bajo condiciones
fisiol6gicas, p. €j. a concentraciones salinas fisiologicas.

La presente invencion aporta, inter alia, una nueva clase de mAbs bien definidos contra el TSHr que satisfacen los
requisitos anteriormente expuestos y tienen otras propiedades y ventajas que le resultardn obvias a un experto en la
materia al proceder a la lectura de la descripcion siguiente.

La invencién, por consiguiente, segun uno de sus principales aspectos aporta anticuerpos monoclonales (mAbs) segun
la reivindicacién 1 que tienen actividad estimuladora de la tiroides (TSAb), o bien que segun la reivindicacién 2 son
anticuerpos bloqueadores de la tiroides. Dichos anticuerpos monoclonales son obtenibles mediante inmunizacion
genética de ratones contra el receptor de TSH humano (hTSHr), seleccién de los ratones que dan positivo para la
presencia de anticuerpos que estimulan o bloquean al hTSHr, generacion de hibridomas usando células del bazo de los
ratones seleccionados, y expansion, pruebas y seleccion de los clones de hibridomas que producen mAbs que tienen
actividad estimuladora o bloqueadora de la tiroides. La invencién también aporta los fragmentos F(ab’),, Fab o Fv.

Todos los anticuerpos o sus fragmentos estan caracterizados por una combinacion de las caracteristicas siguientes:

a. Compiten con la TSH bovina por los epitopes del TSHr humano,

b. Compiten con los autoanticuerpos de los sueros de pacientes con la enfermedad de Graves, asi como con los
autoanticuerpos de los sueros de pacientes que albergan autoanticuerpos bloqueadores para epitopes del TSHr
humano,

c. Se unen a epitopes conformacionales del TSHr humano situados en los primeros 281 aminoacidos del TSHr humano,
d. Se unen a receptores de TSH (TSHr) originarios de humanos, ratones, ratas, gatos, perros y ovejas, y

e. Sus constantes de disociacion Kqg, al ser medidas en experimentos de saturacion en tubos recubiertos con una
preparacion de TSHr humano recombinante, estan situadas dentro de la gama de valores que va desde la 20x107°M
hasta la 0,5x10™°M.

Los mAbs estimuladores, es decir, los mAbs que tienen actividad estimuladora de la tiroides (nTSAb) y se comportan
como agonistas del TSHr humano al ser sometidos a ensayo en medios con concentraciones salinas fisioldgicas,

f. tienen regiones variables de sus cadenas pesadas y livianas respectivamente que presentan al menos una homologia
del 90% con las cadenas pesadas segln la ID SEC N° 1 o la ID SEC N°: 9 y/o con las cadenas livianas segun la ID
SEC N°: 2 o la ID SEC Ne: 10, o bien

g. son mAbs humanizados o de cadena uUnica o fragmentos de mAbs que contienen al menos las regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) de la cadena pesada segun la ID SEC N°: 3, la ID SEC N° 4, o la ID
SEC N° 11 y la ID SEC N°: 5; y/o las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de la cadena liviana
segun la ID SEC N°: 6, laID SECN° 7olalD SEC N° 12 yla ID SEC N° 8 o la ID SEC N°: 13.

Los mAbs bloqueadores, es decir, los mAbs que tienen actividad bloqueadora de la tiroides (NTBAb) y se comportan
como antagonistas del TSHr humano,

h. tienen regiones variables de sus cadenas pesadas y livianas respectivamente que presentan al menos una homologia
del 90% con la cadena pesada segun la ID SEC N°: 14 y/o con la cadena liviana segun la ID SEC N°: 15, o bien

i. son mAbs humanizados o de cadena Unica o fragmentos de mAbs que contienen al menos las regiones determinantes
de la complementariedad (CDRs) de la cadena pesada segun la ID SEC N°: 16, la ID SEC N°: 17 o la ID SEC N°: 18; y/o
las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de la cadena liviana segun la ID SEC N°: 19, la ID SEC N¢:
20 ola ID SEC Ne°: 21.

Se pormenorizan en las reivindicaciones 3 a 4 adicionales realizaciones actualmente preferidas o caracteristicas que
caracterizan a los anticuerpos especificos preferidos.

Los usos que se prefieren y se conciben en la actualidad estan reivindicados en las reivindicaciones 5 a 7 y seran
descritos mas detalladamente a continuacion.
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En las reivindicaciones 1y 2 y en la solicitud una frase tal como la que dice “obtenibles mediante inmunizacion genética
de ratones contra el receptor de TSH humano (hTSHr), seleccién de los ratones que dan positivo para la presencia de
anticuerpos que estimulan (o bloquean) al TSHr humano (hTSHr), o generacion de hibridomas usando células del bazo
de los ratones seleccionados” debe segun los criterios establecidos ser considerada como caracteristica de producto
segun proceso que no implica limitacién alguna de las reivindicaciones o de la ensefianza técnica a los anticuerpos que
se hacen de hecho mediante dicho protocolo, es decir, mediante inmunizacién genética de un ratén. Si anticuerpos
obtenidos mediante otras técnicas de inmunizacion presentan todas las caracteristicas que se pormenorizan en la
reivindicacion 1 o 2 y/o en las reivindicaciones dependientes o en la siguiente descripcién, los mimos deben ser
considerados como anticuerpos segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

Ademas, en la reivindicacion 1 o 2 y en la descripcion siguiente el vocablo “fragmentos” en el sentido que aqui tiene
significa fragmentos bivalentes o monovalentes de unién especifica de anticuerpos segun la reivindicacién 1 o 2. Un
experto en la materia sabe que tales fragmentos pueden ser fragmentos F(ab’). obtenibles mediante digestion de
anticuerpos completos (inmunoglobulinas) con pepsina, fragmentos Fab obtenibles mediante digestién de anticuerpos
completos (inmunoglobulinas) con papaina, y fragmentos producidos sintéticamente o bien mediante métodos de
ingenieria genética, tales como fragmentos Fv que comprendan esencialmente tan soélo las regiones variables
completas de fragmentos Fab. Con el vocablo “anticuerpos” se pretende en general cubrir también a los asi llamados
anticuerpos “de cadena unica” (SAB) o a los fragmentos Fv de cadena Unica (scFv) que constan de regiones variables
de una cadena pesada y una cadena liviana enlazadas por una mitad enlazadora artificial, y a los anticuerpos
“humanizados” en los cuales al menos la parte Fc, o incluso algunas o todas las regiones constantes y/o secuencias
armazon de las cadenas variables de un anticuerpo murino nativo estan sustituidas por correspondientes partes o
secuencias de aminoacidos de correspondientes anticuerpos humanos. Tales anticuerpos humanizados son
especialmente preferidos para usos in vivo en humanos como agentes terapéuticos o diagnésticos auxiliares.

Las secuencias de aminoacidos, es decir, las secuencias peptidicas, se describen en toda la descripcion haciendo
referencia al “Listado de Secuencias” adjunto en el que se relacionan secuencias de regiones de cadena variable y
CDRs (regiones determinantes de la complementariedad) de los mAbs estimuladores IRI-SAb2, IRI-SAb3 (de la ID SEC
N°: 1 ala ID SEC N°: 13) y del anticuerpo bloqueador 1H7 (de la ID SEC N°: 14 a la ID SEC N°: 21) de acuerdo con la
Figura 5. En caso de discrepancias entre el Listado de Secuencias y la Figura 5, las secuencias representadas en la
Figura 5 deben ser consideradas como las secuencias correctas.

Cuando se citan valores numéricos, los mismos deben considerarse como obtenidos en mediciones llevadas a cabo de
acuerdo con los relevantes procedimientos que se perfilan en la parte experimental de la presente solicitud.

Si se usa la expresion “agonista” o “agonista pleno”, dichas expresiones pueden expresarse como porcentaje de la
actividad (produccion de cAMP) (cAMP = monofosfato de adenosina ciclico) ejercida en un bioensayo por TSH bovina
(concentracion de saturacion) en células que expresan el hTSHr. “Agonista” habitualmente significa mas de un 20%, y
mas habitualmente un 40% o mas, y “agonista pleno” habitualmente significa un 80% o mas de la actividad de la TSH
bovina.

En la presente solicitud los solicitantes describen la generacion de una serie de mAbs, dos de los cuales tienen
actividades estimuladoras de la tiroides y otro es un potente anticuerpo bloqueador. Uno de los mAbs, denominado de
aqui en adelante IRI-SAb2, es un agonista pleno a baja nanomolar del TSHr, cuyo epitope sorprendentemente se
demostré que se solapa estrechamente con el epitope del potente anticuerpo bloqueador llamado 1H7.

Ademas, tras inyeccion intravenosa en ratones, el IRI-SAb2 produjo hipertiroidismo. Ademas de signos histolégicos de
hiperestimulacion, las glandulas tiroides de los animales a los que se les efectud la inyeccion presentaban signos de
infiltracion con macroéfagos y necrosis folicular.

Se us6 un modelo murino experimental de enfermedad de Graves para producir dicha nueva serie de anticuerpos
monoclonales (mAbs), que incluye a mAbs con potente actividad estimuladora de la tiroides (TSAb). De 129 mAbs que
reconocian al receptor de TSH (TSHr), siete presentaban actividad de TSAb. Dos de éstos, denominados IRI-SAb2 e
IRI-SAb3, presentaban una particularmente alta potencia (en la gama nanomolar baja) y eficacia. El IRI-SAb2 se
comportdé como un agonista pleno del TSHr humano, incluso al ser sometido a ensayo en concentraciones salinas
fisiolégicas. Tanto el IRI-SAb2 como el IRI-SAb3, asi como el 1H7, fueron desplazados del TSHr por autoanticuerpos
de pacientes con enfermedad de Graves (n = 100) o que albergan anticuerpos bloqueadores de la tiroides (n = 8), pero
no de sujetos de control (n = 104) o de pacientes con tiroiditis de Hashimoto (n = 20). Los epitopes del IRI-SAb2 y del
IRI-SAb3 fueron mapeados con precisién, a nivel de los aminoacidos, hasta la parte aminoterminal de la parte concava
de la estructura en herradura del ectodominio del TSHr. Dichos epitopes se solapan estrechamente entre si vy,
sorprendentemente, con el epitope de un mAb con actividad bloqueadora (1H7). Al ser inyectados por via intravenosa
en ratones, ambos mAbs produjeron signos biolégicos e histologicos de hipertiroidismo. Inesperadamente, también
desencadenaron una respuesta inflamatoria en las glandulas tiroides. Estos nuevos mAbs, con sus epitopes
conformacionales delineados, abren el camino a la identificacion de los mecanismos moleculares implicados en la
activacion del TSHr.
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Se describe a continuacion mas detalladamente la invenciéon haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitativos
y a las figuras.

En las Figuras:

La Figura 1 muestra el efecto de mAbs estimuladores en la acumulacion de cAMP (cAMP = monofosfato de adenosina
ciclico) y en la unién de TSH. A y B son curvas de concentracién-accion de IgG (A) o Fab (B) de IRI-SAb2, IRI-SAb3 y a
efectos comparativos IRI-SAbl en la acumulacion de cAMP intracelular medida en células JP26 en medio salino
isoténico normal. Los resultados estan expresados en pmoles de cAMP/ml. Se usaron 100 miU/ml (mlU = miliunidades
internacionales) de bTSH (bTSH = TSH bovina) para evaluar la maxima estimulacion de la produccion de cAMP. Todas
las mediciones fueron llevadas a cabo por duglicado. C: Efecto de varias concentraciones de IgG de IRI-SAb1, 2y 3 0
mAb 1H7 en la inhibicion de la unién de **I-bTSH a hTSHr inmovilizados en tubos recubiertos, segln medicién
efectuada mediante un ensayo comercial (DYNO-test® TRAK human; B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft, de Hennigsdforf,
Alemania). Los resultados estan expresados como *?’I-bTSH unida, en cpm. Todas las mediciones se hicieron por
triplicado.

La Figura 2 muestra la competicion entre mAbs y anticuerpos de paciente por la unién al TSHr. Fueron sometidos a
ensayo en total 232 sueros para determinar su efecto inhibitorio en la unién de tres nuevos mAbs, y de IRI-TSAbl a
efectos comparativos, al TSHr. Control: 104 sueros de control de donantes de sangre sin historial personal o familiar de
enfermedad autoinmune endocrina. E. de Graves: 100 sueros de pacientes con GD con contenido de TSAb. TBAb: 8
sueros de pacientes TBAb positivos con hipotiroidismo autoinmune. E. de Hashimoto: 20 sueros de pacientes con
hipotiroidismo autoinmune sin TBAb o TBIl. A, B, C y D: IRI-SAbl, 2, 3 y mAb 1H7 respectivamente, usado como
indicador. E: TSH bovina usada como indicador (LUMItest® TRAK human, B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft). Los
resultados fueron expresados como inhibicion porcentual de la unidon de anticuerpos o bTSH. La distribucion de
autoanticuerpos se muestra en forma de gréaficos de puntos y graficos de cajas, que indican las percentilas 25-75 (caja)
con (linea) mediana, percentila 10-90 (bigotes). ***, P < 0,0001 (mediante analisis de suma de rangos de Mann-
Whitney).

La Figura 3 muestra la localizacion de los epitopes de IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7. A: Representaciones esquematicas de
TSHr. Las siete hélices transmembrana estan dibujadas como redes helicoidales. Los circulos cerrados en la parte N-
terminal representan la parte LRR del ectodominio (residuos 54-254). B: Representaciones esquematicas de la parte
LRR del TSHr con los ocho residuos mutados en la quimera T56. C: Representacién esquematica de una sola LRR
estructural. D: Mapeo de los epitopes de IRI-SAb1, 2, 3 y 1H7 con hTSHr mutantes transfectados en células COS. T56
es un mutante de TSHr con ocho residuos mutados (véase la anterior representacion esquematica). T90 es un mutante
de TSHr con 20 residuos mutados con sosias de LHr. Células COS fueron transfectadas con TSHr mutados o de tipo
salvaje, coloreadas con mAbs y analizadas por FACS (FACS = clasificacién de células activada por fluorescencia) como
se describe en Material y Métodos.

La Figura 4 muestra la cartografia del epitope de IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7. Hebras B de las nueve LRRs del
ectodominio del TSHr. Tan sélo estan representados los residuos X, putativamente enfrentados a la hormona y a los
anticuerpos. La numeracion parte del primer aminoacido del péptido sefial del TSHr. Los residuos implicados en el
reconocimiento del TSHr por parte del anticuerpo fueron identificados individualmente (en caja negra), o bien en
combinacion (rodeados por una caja de trazos). A: Cartografia del epitope del IRI-SAb2. B: Cartografia del epitope del
IRI-SADb3. C: Cartografia del epitope del 1H7.

La Figura 5 muestra secuencias de aminoacidos de regiones variables de IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7; alineaciones de
secuencias de regiones variables de cadenas “pesadas (VH) y livianas (VL). Las regiones CDRs estan enmarcadas en
cajas. Los aminoacidos estan numerados segun la nomenclatura de Kabat. En cajas negras: los cuatro residuos que
son distintos entre las CDRs de IRI-SAb2 y de IRI-SAb3.

La Figura 6 muestra que los anticuerpos IRI-SAb2 y 3 estimulan al TSHr de ratén in vitro: A: FACS con los cuatro
anticuerpos en la linea celular MT3 que expresa al TSHr de ratdn. Las células fueron coloreadas con cada anticuerpo y
analizadas como se ha descrito anteriormente. B: Curva de concentracion-accion de IgGs de IRI-SAb2 y 3 en la
acumulacion de cAMP intracelular medida en células MT3 en medio salino isoténico normal. Fue también llevada a cabo
una curva de concentracidn-accion con TSH bovina (datos no ilustrados), y se muestra la meseta correspondiente a la
maxima estimulacion de la produccion de cAMP alcanzada con 100 mlU/ml de bTSH (bTSH = tirotropina bovina). Los
resultados estan expresados en pmoles de cAMP/ml. Todas las mediciones fueron llevadas a cabo por duplicado.

La Figura 7 muestra la T4 y TSH total en sueros de ratones hembra tratados con 100 ug de IRI-SAb2 y de IRI-SAb3
purificados. Se usaron como control grupos tratados con PBS (PBS = solucién salina tratada con fosfato), mAb BA8 o
mAb 1H7. T4 (ug/dl) y TSH (mlU/l) respectivamente, 48 horas (A y C) y cuatro dias (B y D) postinyeccion. La
distribucién de valores se muestra como graficos de puntos, con (linea) mediana. **, P < 0,01 (andlisis de suma de
rangos de Mann-Whitney). E. Valores de T4 en ratones tratados con IRI-SAb2 o PBS (control) 8 horas, 24 horas y 7 dias
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postinyeccion. Debido a las repetidas hemorragias, fue recolectada una minima cantidad de suero y los valores de TSH
no fueron evaluados en este experimento.

Pueden deducirse adicionales caracteristicas de la presente invencion de la siguiente descripcion detallada de
experimentos y resultados.

1. Material y Métodos
1.1. Reactivos

Se han descrito en otra parte los anticuerpos monoclonales 3G4 (15) y BA8 (16). El anticuerpo monoclonal IRI-SAb1,
que fue investigado méas de cerca a efectos comparativos, también ha sido ya parcialmente caracterizado (11). La TSH
bovina fue adquirida a la Sigma (Chemical Co., de St. Louis, MO). Todos los cebadores que se usaron para PCR (PCR
= Reaccién en Cadena de la Polimerasa), clonacion o secuenciacion fueron sintetizados por la Eurogentec (de Seraing,
Bélgica) y las secuencias estan disponibles a peticion.

1.2. Animales usados, muestreo, generacion de hibridomas

Ratones NMRI hembra de seis semanas de edad [Ico:NMRI (IOPS:Han)] fueron inmunizados con codificacion del cDNA
para el TSHr humano como ya se ha descrito (8). Fueron obtenidas muestras de sangre 8 semanas después de la
inmunizacién inicial. Para todas las determinaciones los sueros fueron sometidos a ensayo individualmente. Los ratones
fueron manejados y albergados segin los procedimientos aprobados por el comité local para el bienestar de los
animales. Fue seleccionado el ratdn 42, que dio positivo para la presencia en suero de anticuerpos que estimulan al
hTSHr, y se llevé a cabo como ha sido descrito anteriormente (11, 16) la fusion de células del bazo con mieloma NS1/0.
1200 clones fueron expandidos en medio liquido tras seleccion en medio HAT-metilcelulosa (medio ClonCell-HY
selectivo, STEMCELL Technologies Inc., de Vancouver, Canada).

1.3. Caracterizaciéon de anticuerpos en el suero del raton 42 seleccionado parala produccion de hibridomas

1.3.1. Citometria de flujo
Fue llevado a cabo analisis por FACS como se ha descrito anteriormente (16) con 2 pl de suero en células CHO que
expresan el hTSHr [JP19 (17)]. Los resultados estan expresados en AFU (unidades arbitrarias de fluorescencia).

1.3.2. Medicion de la actividad de TSAb

La actividad de TSAb fue medida usando células CHO que expresaban el hTSHr [JP26 (17)], como se ha descrito (18).
Fueron sometidas a ensayo en todos los experimentos muestras por duplicado; y los resultados estan expresados como
pmoles de cAMP/ml.

1.3.3. Cribaje para la seleccion de mAbs con actividad de Ig (TBII) inhibidora de la unién de TSAb o de TSH

Fueron recogidos los supernatantes y la presencia de anticuerpos contra hTSHr fue evaluada usando tres ensayos
FACS sobre células JP19 con 10 pl de supernatante (véase lo indicado anteriormente); Competicion por la union a 125
TSH que fue llevada a cabo con tubos recubiertos para el ensayo DYNOtest® TRAK human (B.R.A.H.M.S
Aktiengesellschaft, de Hennigsdorf) (19) y con 50 ul de supernatante; Estimulacion de la produccién de cAMP usando
células CHO JP26 (véase lo indicado anteriormente) con 10 ul de supernatante. Los hlbrldomas que dieron positivo en
los tres ensayos fueron clonados y expandidos y se determiné el isotipo de Ig de mAb (IsoStrlp , Roche, Bélgica).

1.4. Caracterizacion de los mAbs seleccionados

1.4.1. Actividades de TSAb y TBII

Los mAbs y los Fabs seleccionados (generados tras digestion con papaina) fueron purificados mediante cromatografia
de afinidad en Sefarosa-proteina A (kit de preparacion der Fabs ImmunoPure", Pierce, Perbio Science, Bélgica) y
fueron sometidos a ensayo para determinar su capacidad para estimular la produccic')n de cAMP usando células CHO
JP26 en medio isoténico normal (véase lo indicado anteriormente). Para la determinacion de la actividad de TBII,
distintas cantidades de anticuerpos fueron afadidas en 250 pl de tampon A (NaOH-Hepes 20mM, pH 7,5, NaCl 50mM,
1% de BSA, 10% de glicerol, 2 mg/ml de IgG de raton) a tubos recubiertos con hTSHr. Tras 1 h de incubacién a
temperatura ambiente, fueron afiadidos en el mismo tampén 50 pl de 125 TSH (B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft). Los
tubos fueron incubados por espacio de 2 h a temperatura ambiente y lavados cuatro veces con 2 ml de tampén de
lavado (HCI-Tris 8mM, NaCl 60mM, 0,02% de Tween-20, pH 7,5), y fue contada la radiactividad unida.

1.4.2. Determinacion de la Ky

5 ng (~ 200.000 RLU) de anticuerpo monoclonal etiquetado con éster de acridinio (20) y distintas cantidades de
anticuerpos no etiquetados fueron afiadidos en 0,3 ml de tampo6n A a tubos recubiertos con TSHr. Los tubos fueron
incubados por espacio de 24 h a temperatura ambiente y fueron lavados cuatro veces con 2 ml de tampén de lavado, y
las RLU fueron medidas en un luminémetro.
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1.4.3. Competicion entre mAbs y autoanticuerpos en tubos recubiertos con hTSHr

Fueron afadidos a tubos recubiertos con TSHr 150 pl de tampdn (KOH-Hepes 100mM, pH 7,5, EDTA 20mM, N-
etilmaleimida 0,5mM, 1% de BSA, 0,5% de Triton X100, 30 pug/ml de anticuerpo anti-TSH humana, 2 mg/ml de IgGs de
raton) y 100 pl de patrones o sueros de pacientes. Tras 2 h de incubacion, fueron afiadidos como indicador 50 pl de
PBS que contenia 5 ng de anticuerpo etiquetado. Los tubos fueron incubados durante la noche a 4°C y lavados cuatro
veces con 2 ml de tampdn de lavado, y las RLU unidas fueron medidas en luminémetro. Los resultados fueron
expresados como indice de inhibicién (Inl) calculado como: Inl (%) = 100 - 100 x (velocidad de contaje para el suero de
ensayo / velocidad de contaje para los sueros patrén cero). Los sueros de enfermedad de Graves (GD) fueron obtenidos
de donantes de sangre reclutados para el desarrollo de diagnosis in vitro, que fue aprobado por un comité ético
nacional. Los sueros de pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune, que eran clinicamente hipotiroideos pero
contenian altos niveles de TBII, fueron un amable obsequio de la Dra. Daphne Khoo (del Hospital General de Singapur).
Todos los donantes de sangre dieron su consentimiento por escrito.

1.4.4. Andlisis de los datos

Las curvas de concentracién-accion, las curvas de saturacion y los andlisis de Scatchard y estadisticos (mediante la
prueba de la suma de rangos de Mann-Whitney no paramétrica) se ajustaron y computaron con el programa Prism®
(GraphPad Software, Inc., de San Diego, CA, EE.UU.).

1.5. Ensayo in vivo con mAbs estimuladores

Se inyectaron en la vena caudal de ratones Balb/c hembra de 8 semanas de edad 100 yg de mAbs purificados (IRI-
SAB2, IRI-SAB3, 1H7, BA8). Fueron obtenidas muestras de sangre en varios puntos en el tiempo postinyeccion. Se
usaron como controles PBS y mAb BAS.

1.6. Ensayos de determinacion de la T4 y la TSH total

La T4 total fue medida con un kit comercial (T4 mAb, ICN Pharmaceuticals, Nueva York, EE.UU.). La TSH fue medida
como se ha descrito anteriormente (21).

1.7. Microscopia de luz e inmunohistoquimica

A los cuatro dias postinyeccion con mAbs purificados, los ratones fueron exsanguinados mediante puncién cardiaca
bajo anestesia con Nembutal. Las glandulas tiroides fueron retiradas y procesadas para microscopia de luz e
inmunohistoquimica. Secciones congeladas fueron sometidas a coloracién con inmunoperoxidasa usando anticuerpos
monoclonales especificos para células inmunes CDR5RA-positivas y células de macréfagos Mac-1-positivas, como se
ha descrito anteriormente (22).

1.8. Analisis de los genes de las regiones variables

El RNA total fue aislado con el RNeasy Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, EE.UU.). A continuacion de la sintesis de
cDNA de primera hebra con hexameros aleatorios, las regiones Fv de cadena pesada y liviana fueron amplificadas
usando cebadores degenerados descritos por Kettleborough et al. (23) y secuenciadas. Las secuencias fueron
comparadas con secuencias disponibles de genes de Ig de ratbn usando IMGT/V-QUEST
(http://imgt.cines.fritextes/vquest/). La relacion de mutacién de sustitucion/silenciosa R/S fue calculada para las regiones
armazén (FR) y CDR de la cadena pesada y liviana. Una relacién R/S de CDR > 2,9 (calculada para mutaciones
somaticas que se dan aleatoriamente en un gen que codifica una proteina cuya estructura no tiene que ser preservada)
es indicativa de una maduracion activada por antigeno de los anticuerpos, mientras que una mas baja relacion de
mutacion R/S de FR (< 2,9) refleja la presion negativa de componentes estructurales que tienen que ser conservados
(24).

2. Resultados
2.1. El ratdn seleccionado para la fusion de hibridomas

Veinte ratones NMRI hembra fueron inmunizados contra el TSHr humano siguiendo el protocolo de inmunizacion
genética anteriormente descrito (12). Los ratones fueron sangrados ocho semanas después de la primera inyeccion de
DNA vy los anticuerpos contra el TSHr fueron detectados por FACS en todos los sueros de ratones inmunizados, yendo
los valores desde 20 + 2,5 AFU (AFU = unidades arbitrarias de fluorescencia) hasta 91 + 7 AFU (valores de los
controles: 6 + 0,82 AFU). La actividad de TBIl estaba analogamente presente en todos los sueros de ratones
inmunizados, yendo los valores desde un 42 hasta un 92% de inhibicién de la unién de TSH etiquetada (ratones de
control: 2 + 0,5%). Era detectable actividad de TSAb en solamente cinco sueros, con valores de cAMP de mas de 5
pmoles/ml (ratones de control: 0,77 £ 0,15 pmoles/ml). Tres ratones presentaban una T4 total significativamente mas
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alta que la de los controles (> 4,5 pg/dl). El ratén 42, que dio positivo en los cuatro ensayos y presentaba los mas altos
valores de TBII, TSAb y T4 total, fue seleccionado para la fusion de hibridomas.

2.2. Cribaje y seleccion de mAb con actividad de TSAb

De 1.200 hibridomas que fueron analizados, 129 dieron positivo tras cribaje por FACS sobre células JP19. Treinta de
éstos dieron positivo para TBIl en el ensayo TRAK, y de los mismos siete estimularon la produccion de cAMP en las
células JP26, bajo incubacién en medio salino normal (véase el apartado de Métodos). Los valores de cAMP iban de 9,3
+ 0,2 pmoles/ml a 188,3 + 8,7 pmoles/ml (supernatantes de control: 1,49 + 0,15 pmoles/ml). De los siete supernatantes
gue presentaban actividad de TSAb, dos alcanzaron una estimulacion de la produccion de cAMP que llegd a ser de un
67% (IRI-SAb2, 188,3 + 8,7 pmoles/ml, 0 126 veces el valor de cAMP basal) y de un 20% (IRI-SAb3, 56 + 1,2
pmoles/ml, o 37 veces el valor de cAMP basal) de la estimulacibn maxima ocasionada por una concentracion a
saturacion de TSH bovina (100 miU/ml, 280 + 21 pmoles/ml). Estos dos mAbs fueron seleccionados para produccion, y
purificados para su adicional andlisis. Los isotipos de IgG eran IgG2a para IRI-SAb2 e IgG1 para IRI-SAb3.

2.3. Caracterizacion funcional del IRI-SAb2 y del IRI-SAb3

2.3.1. Actividad de TSAb de las IgGs

Varias concentraciones de IRI-SAb2 y de IRI-SAb3 purificados fueron sometidas a ensayo para determinar su capacidad
para estimular la produccion de cAMP en células JP26 incubadas en medio salino normal. Se observé en ambos casos
un incremento dependiente de la concentracién de la produccidon de cAMP, con estimulaciones maximas de 131 veces y
105 veces los valores de cAMP basales para IRI-SAb2 e IRI-SAb3, respectivamente (Figura 1A). Estos valores
representaban un 98% y un 80% respectivamente de la estimulacion maxima generada en el mismo experimento por
una concentracion a saturacion de TSH bovina (100 mlU/ml). Los valores ECsg eran de 2,75 + 0,25nM y 16,5 + 3,5nM
para IRI-SAb2 e IRI-SAb3, respectivamente. Comparativamente, la estimulacion méaxima alcanzada por el IRI-SAb1
anteriormente caracterizado (11) (ECso = 3,6 + 0,6nM) era tan sélo de un 10% del valor alcanzado con la TSH bovina
(Figura 1A, gréfico insertado). Estos resultados indican que bajo las condiciones del ensayo el IRI-SAb2 se comporta
como un agonista pleno del hTSHr.

Fueron similares las cinéticas de la acumulacion de cAMP intracelular tras estimulacion de células JP26 con 30 pg/ml de
los tres mAbs o con TSH bovina (1 mlU/ml). EI 80% de los valores maximos fue alcanzado en menos de 5 min. para IRI-
SAbl y tras 10-20 min. para IRI-SAb2, IRI-SAb3 y TSH. El tiempo medio para alcanzar el 50% de los valores
alcanzados a las 2 h fue de 4 + 1 min. para IRI-SAb2, 7 £ 1 min. para IRI-SAb3 y 5 £ 1 min. para TSH (media + gama)
(no ilustrado).

2.3.2. Actividad de TSAb de los fragmentos Fab

Las eficacias de los tres fragmentos Fab de mAb en la estimulacion de la produccion de cAMP fueron similares a las
obtenidas con las correspondientes inmunoglobulinas intactas, comportandose el IRI-SAb2 de nuevo como agonista
pleno (Figura 1B). Los valores ECso estaban situados dentro de la misma gama como los que presentaban las IgGs
intactas (1,2 £ 0,5nMy 74 + 4nM para IRI-SAb2 e IRI-SAb3, respectivamente).

2.3.3. Actividad de TBII de los mAbs

Varias concentraciones de IRI-SAbl, IRI-SAb2 e IRI-SAb3 fueron incubadas con TSH etiquetada con ““’I en tubos
recubiertos con TSHr (Figura 1C). Fue también sometido a ensayo el mAb 1H7, del que en el cribaje original se detectd
que blogueaba la unién de TSH pero carecia de actividad de TSAb. Los anticuerpos IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7
competian con la unién de TSH, y las concentraciones requeridas para desplazar un 50% de la TSH etiquetada con 125)
eran las de 2 £ 0,5nM (0,3 + 0,075 pg/ml), 3,3 £+ 0,2nM (0,5 + 0,03 pg/ml) y 2,6 + 0,2nM (0,4 + 0,03 pg/ml),
respectivamente. En contraste con ello, el IRI- SAb1 era poco eficaz, y a una concentracién de 10 yg/ml (66nM), era
desplazado menos del 5% de la TSH etiquetada con 125

125

Los anticuerpos purificados fueron a continuacion etiquetados con éster de acridinio y usados en experlmentos de
saturacion en tubos recubiertos con hTSHr. La Ky del mAb IRI-SAb1 anterlormente descrito era la de 2 x 10°M. La
afinidad de unién de IRI SADb2, IRI SAb3 y 1H7 gra del orden de 10™°M, pero se observaron curvas de saturamon
bifasica (Kqg1: 0,7 X 10™M, 2,8 x 10'°M, 1,2 x 10"°Mm, respectivamente. Kgp: 12, 3 x 10"°M, 19,6 x 10 M, 13,3 x 10"Mm,
respectivamente). Estas Kds eran similares a la de la TSH bovina (Kq1: 0,2 X 10"°M, Kgz: 4,1 x 10" M) (25) y alade un
anticuerpo monoclonal humano con propiedades de TSAb recientemente publicado (Kq: 5 x 10™ M) (14). Podria
interpretarse que las dos distintas constantes de disociacion presentadas por los anticuerpos IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7
para el TSHr reflejaban una preparacién heterogénea de TSHr (parcialmente desnaturalizado) en los tubos recubiertos.

Tomando en consideracién la aparentemente variable afinidad para la unién a preparaciones de hTSHr, puede decirse
que las constantes de disociacién Ky de los nuevos anticuerpos segun la presente invencion, al ser medidas en
experimentos de saturacion en tubos recubiertos con una preparamon de TSHr humano recombinante, estan situadas
dentro de la gama de valores que va desde aproximadamente 20 x 10"°M hasta aproximadamente 0,5 x 10™"°M.
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2.3.4. Competicion con sueros de pacientes con enfermedad de Graves por la unién al TSHr

Los cuatro mAbs etiquetados con éster de acridinio fueron usados como indicadores de unién en tubos recubiertos con
hTSHr (20). La competicion fue sometida a ensayo con los sueros de 104 sujetos de control eutiroideos, 100 pacientes
con enfermedad de Graves, 8 pacientes que dieron positivo en un ensayo de la actividad de bloqueo de la TSH (TBAb)
y 20 pacientes TBIll-negativos con enfermedad de Hashimoto. Exceptuando el IRI-SAb1, con todos los mAbs entraron
eficaz y significativamente en competicién los anticuerpos de los pacientes con enfermedad de Graves o TBAb-
positivos, en comparacién con los sujetos de control o con los pacientes con enfermedad de Hashimoto (Figura 2).

2.4. Caracterizacion de los epitopes

2.4.1. IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7

Los anticuerpos IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7 reconocieron al TSHr de ser humano, ratén, rata, gato, perro y oveja, al ser
sometidos a ensayo por FACS (datos no ilustrados). Las quimeras entre el receptor de TSH y el receptor de LH/CG
apuntaban, para los tres mAbs, a epitopes situados en los primeros 281 residuos del ectodominio (datos no ilustrados).
Entonces sometimos a ensayo la capacidad de estos anticuerpos para interactuar con residuos de la superficie interior
de la regién en herradura del TSHr. Se ha demostrado que esta superficie (Figura 3A y Figura 3B) esta compuesta de
nueve unidades de siete residuos, Xi1-Xo-L-X3-L-X4-Xs. Las cadenas laterales de los residuos X se predice que quedaran
encaradas al solvente, estando disponibles para la interaccién con hormonas o anticuerpos (Figura 3C). Este modelo ha
sido validado demostrando que el intercambio de especificos residuos X entre los GPHRs redundaba en un intercambio
de la especificidad de reconocimiento en las correspondientes quimeras (3). Los tres mAbs no reconocieron a la
quimera T90, que alberga 20 sustituciones de residuos X (Figura 3D), ni a la quimera T56, donde estaban mutados
residuos X en 8 posiciones (3 residuos en la LRR1, 2 residuos en la LRR2 y 3 residuos en LRR7) (Figura 3B y Figura
3D). Entonces sometimos a ensayo un total de 35 mutantes donde residuos X estaban mutados individualmente, o en
combinacion. Los resultados estan compilados en la Figura 4.

El epitope de IRI-SADb2 incluia una serie de nueve residuos X que pertenecian a la LRR1, 2 y 3 (Figura 4A). Fue
interesante constatar que, con la excepcién de 1% (X4 de la LRR1), ninguno de estos residuos fue capaz de afectar el
reconocimiento de los constructos por parte del anticuerpo, al haber sido mutado en aislamiento. En contraste con ello,
los tres triples mutantes (X234 de la LRR1, X;35 de la LRR2 y X;34 de la LRR3) ya no eran reconocidos por el
anticuerpo IRI-SAb2. Las mutaciones “en bloque” de los residuos Xi,2345 de las LRR4 a 6 no deterioraban la interacciéon
del anticuerpo IRI-SAb2 con el TSHr.

El epitope del anticuerpo IRI-SAb3 incluia residuos X pertenecientes a las repeticiones ricas en leucina LRR1 a LRR6
(Figura 4B). Contrariamente a lo que sucede en la situacion con el IRI-SAb2, muchos residuos abolieron completamente
el reconocimiento del TSHr por parte del IRI-SAb3 al haber sido el mismo mutado individuaimente: 1%y E®* (X4 y Xs de
LRR1), Y e I®® (X3 y X5 de LRR2), E'" y R'® (X3 y X4 de LRR3), E*®’ (X3 de LRR5) y K'** (X3 de LRR6). Solamente en
la LRR4 era necesaria la sustitucion simultdnea de los residuos X, 34 para deteriorar la interaccion. Las mutaciones de
todos los residuos Xi,2345 de las LRR7, 8 y 9 no deterioraban la interaccion del IRI-SAb3 con el TSHr.

El epitope del mAb 1H7 incluia residuos X que pertenecian a las repeticiones ricas en leucina LRR1 a LRR4 (Figura
4C). Los residuos que deterioraban plenamente el reconocimiento del TSHr al haber sido mutados individualmente eran
los siguientes: T*° y K*® (X, y X3 de LRR1), R*® e Y® (X, y Xs de LRR2), R (X4 de LRR3). Analogamente a la
observacion con el IRI-SAb3, la mutacion simultanea de los residuos Xz 34 de la LRR4 fue necesaria para deteriorar la
interaccion del 1H7 con el TSHr. Carecian de efecto las mutaciones en combinacién de los residuos X1.2345 de la LRR5
y de la LRR6.

2.4.2. IRI-SAb1 (Investigado a efectos comparativos)

Los resultados de FACS de células COS-7 transfectadas con el TSHr de varias especies demostraron que el IRI-SAbl
reconoce al TSHr humano muy eficientemente, y en menor grado al receptor de oveja. Este anticuerpo no se unia al
TSHr de rata, gato o perro, ni al receptor de ratén. Un primer analisis de la unién del IRI-SAb1 a una serie de quimeras
entre los receptores de TSH de rata y humano apuntaba a un segmento del ectodominio entre las posiciones 21 (621, el
primer aminoacido tras el péptido sefial) y 165, que abarca la parte de agrupacion de cisteina N-terminal y la primera
mitad de la regién estructurada en herradura [que contiene las re;s)eticiones ricas en leucina (LRR) uno a cinco]. La
alineacion de TSHr de varias especies identificé dos residuos, el Q4 (situado en la regién de agrupacién de cisteina N-
terminal) y el le (situado en el bucle entre la segunda hoja B y la segunda hélice a de la region de las LRRs), que
estaban sustituidos en los TSHr de las especies no reconocidas (por un H* y un R, respectivamente). Cuando estos
dos residuos “humano-especificos” fueron introducidos en el ambiente de TSHr de rata, fue restaurado el
reconocimiento de la quimera. Estos resultados indican que Q45 y le son con la maxima probabilidad parte del epitope
del IRI-SAb1. Finalmente, este anticuerpo fue sometido a ensayo por FACS sobre la quimera T90 (3), en la cual casi
todos los residuos Xz345 de las hebras B de las LRRs del TSHr estaban intercambiados con sus sosias del LH/CGr
(véase la ref. (3) y la Figura 3C para los detalles). Estas sustituciones de aminoacidos no afectaron al reconocimiento
por parte del IRI-SAb1, indicando que, de acuerdo con los datos de unién (Figura 1C), el epitope de este anticuerpo no
se solapa con la superficie interior de la regién en herradura del TSHr (Figura 3D).
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2.5. Secuenciay analisis estructural de las regiones variables de los anticuerpos IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7

Se determinaron las secuencias nucleotidicas de los genes V que codifican para los distintos mAbs y las
correspondientes secuencias de aminoacidos (Figura 5). Se observa una alta identidad de secuencias entre las cadenas
pesadas (93%) y las cadenas livianas (91%) de los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-SAb3, respectivamente. EIl mAb 1H7
compartia un 72-75% de la identidad con el IRI-SAb2 o el IRI-SAb3 para su cadena pesada y un 50-52% para la cadena
liviana (Figura 5). Una relacion de mutacion de sustitucion/silenciosa (R/S) > 2,9 dentro de las CDRs de cadena pesada
reflejaba la presion selectiva positiva del antigeno en estos anticuerpos (24).

Los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-SAb3 se diferencian tan so6lo en cuatro residuos CDR (Figgura 5). Segun la numeracion
de Kabat, el IRI-SAb2 tiene N> y R* en la cadena liviana, donde el IRI-SAb3 tiene S y S**. Son también variables dos
residuos en la cadena pesada: F>® y T°' para el IRI-SAb2 e Y** y A*" para el IRI-SAb3 (Figura 5). Los residuos en la
posicion 53 y 93 en la cadena liviana y en la posicion 53 en la cadena pesada estan situados en la superficie de la
molécula, en la regiéon de union del antigeno predicha. Dichos residuos podrian interactuar con residuos del TSHr y
podrian ser los responsables de las ligeramente distintas capacidades de los anticuerpos IRI-SAb2 y 3 para estimular al
TSHr.

2.6. Actividad bioldgica de los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-SAb3 en ratones, ex vivo e in vivo

La capacidad de los dos anticuerpos para interactuar con el TSHr de raton fue sometida a ensayo usando una linea
celular CHO (MT3) que expresaba el receptor murino (datos no publicados). Mientras que el IRI-SAbl no se unia al
TSHr de raton por FACS (véase lo indicado anteriormente), los anticuerpos IRI-SAb2, IRI-SAb3 y 1H7 reconocian igual
de bien a los receptores humanos y murinos (Figura 6A). Estos resultados estan de acuerdo con los datos relativos a los
epitopes. Los residuos que se comprobd que son importantes en la interaccion de los tres anticuerpos estan
conservados al 100% entre los TSHr humano y murino.

Los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-SAb3 fueron entonces sometidos a ensayo para determinar su capacidad para estimular
al TSHr de raton en medio salino normal (Figura 6B). Se observé un incremento dependiente de la concentracion de la
produccion de cAMP, con una estimulacion méxima de 22 veces los valores de cAMP basales para los dos anticuerpos.
Esto representaba un 134% de la estimulacion maxima generada en el mismo experimento por una concentracion a
saturacion de TSH bovina. Las ACsg eran 1,3 + 0,66nM para el IRI-SAb2 y 3,8 + 0,48nM para el IRI-SAb3.

Entonces se valord la actividad estimuladora in vivo de los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-SAb3 mediante inyeccion
intravenosa de IgGs en ratones. Sirvieron de controles PBS, el mAb BA8 (carente de actividad bioldgica) y el mAb 1H7.
Dos dias después de la inyeccion (Figura 7A), los niveles de T4 total eran casi el doble en los ratones a los que se les
inyectd IRI-SAb2 o IRI-SAb3, en comparacién con los grupos de control. De los 10 ratones a los que se les inyectd IRI-
SADb2 o IRI-SAb3, nueve presentaron un muy bajo nivel de TSH, de menos de 10 mlU/l. En contraste con ello, los
niveles de TSH en los grupos de control eran muy heterogéneos: Tan sélo 2 ratones de los 15 controles presentaban
unos valores de TSH de menos de 10 mlU/I (Figura 7C). En todos los ratones a los que se les inyectd IRI-SAb2 o IRI-
SAb3, los niveles de T4 se mantuvieron altos de manera estable a los cuatro dias postinyeccion (Figura 7B) y los
valores de TSH se mantuvieron por debajo de 10 miU/I (Figura 7D). A continuacion investigamos las respuestas a corto
y largo plazo a los TSAb, en un grupo de ratones a los que se les inyectd IRI-SAb2 (Figura 7E). Los niveles de T4 ya
eran elevados (8,18 + 0,83 ug/l) a las 8 horas postinyeccion. Estos niveles disminuian ligeramente a las 24 horas y se
habian casi normalizado a los siete dias postinyeccion, lo cual es coherente con la indicada vida media en suero de la
IgG2a de raton (6-8 dias).

En estos ratones hipertiroideos, la morfologia de la tiroides estaba considerablemente modificada en comparacioén con
los ratones de control. Las capas epiteliales foliculares estaban a menudo hechas de células hipertréficas, con polos
apicales irregulares que sobresalian al interior del coloide. También fueron detectados numerosos tirocitos necroticos,
vertidos en algunos limenes foliculares, lo cual se considera como un signo de un efecto toxico de la hiperestimulacion
aguda. También se observaron en los foliculos que eran algunos tirocitos moribundos con nudcleos excéntricos
pignédticos. Se observé un extenso infiltrado en toda la glandula. Estas células, en el intersticio, fueron tipificadas
inmunohistoquimicamente como células inmunes CD45+, y se observaron numerosos macréfagos Mac-1+ positivos
entre los tirocitos y dentro del coloide.

2.7 Deposicion al amparo del Tratado de Budapest

Los hibridomas que producen los dos anticuerpos estimuladores IRI-SAb2 e IRI-SAb3 y el anticuerpo bloqueador 1H7
fueron depositados el 27 de mayo de 2004 en la DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellklturen
GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, y les fueron asignados los Numeros de Accesion
(Eingangsnummern), DSM ACC2664, DSM ACC2662 y DSM ACC2663, respectivamente. Se adjuntan los Formularios
de Recepcién Internacional de la Autoridad Depositaria Internacional DSMZ.
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Discusion

Con una notable excepciéon (14), han sido generados anticuerpos monoclonales con una convincente actividad
estimuladora de la tiroides tan sélo a partir de modelos murinos de enfermedad de Graves (11-13). Esto implica que se
ha obtenido éxito de animales en los cuales ha sido quebrada la tolerancia a si mismos, lo cual puede a su vez explicar
el bajo rendimiento de estos experimentos. Puesto que el cribaje funcional de mAbs de ratones hipertiroideos se hace
habitualmente con células transfectadas que expresan el receptor humano, es de esperar que los mAbs identificados
reconozcan epitopes comunes al ratén y al hombre. De entre los de una serie de mAbs estimuladores y bloqueadores
aislados a partir de ratones con enfermedad de Graves experimental, se han estudiado en detalle tres monoclonales con
actividad de TSAb (IRI-SAb1, IRI-SAb2, IRI-SAb3) y uno con actividad bloqueadora (ref. (11) y la presente solicitud).

Conclusiones:
a. El anticuerpo IRI-SAb2 es un agonista pleno del TSHr humano

A pesar de que se considera que actian en la gama nanomolar baja (25-28), los autoanticuerpos con actividad de TSAb
presentan una amplia gama de eficacia en los ensayos basados en cAMP que se usan actualmente. La observacion de
que el llevar a cabo ensayos con TSAb en medios de baja salinidad ocasionaba un significativo incremento de la
sensibilidad, condujo a los técnicos a adoptar condiciones salinas bajas para realizar ensayos clinicos estandar de TSAb
(29). Anélogamente, los primeros mAbs murinos con actividad de TSAb fueron principalmente sometidos a ensayo en
medios de baja salinidad (13) y no hubo indicacién acerca de su funcionamiento como agonistas plenos o parciales del
TSHr humano. Un anticuerpo monoclonal de hamster era claramente un agonista parcial (12). El IRI-SAb2 y, en menor
grado, el IRI-SAb3 constituyen una excepcion. Al ser sometidos a ensayo bajo condiciones de salinidad normal, su
capacidad para estimular la acumulaciéon de cAMP en células CHO que expresan el hTSHr asciende a un 98% y un 80%
de la estimulacion maxima alcanzada por la bTSH, lo cual esta a la altura de los mas fuertes TSAbs que se encuentran
en raros pacientes. Combinada con esta alta eficacia, su potencia se aproxima a la de la TSH (ECsp 2,75 + 0,25nM y
16,5 £ 3,5nM frente a 1nM para la bTSH). La afinidad de unién al TSHr humano tanto del IRI-SAb2 como del IRI-SAb3
es igual a la de autoanticuerpos purificados de pacientes con enfermedad de Graves (25). En comparacion, los
previamente caracterizados IRI-SAb1 (Figura 1A) y mAb MS-1 (12) son débiles agonistas parciales, que sugieren que
no reconocen bien al epitope “disparador”’. Asimismo, contrariamente al MS-1, que presenta una curva de
concentracién-accion de forma acampanada (interpretada como indicacion de regulacion a la baja del TSHr) (12), el IRI-
SAb2 y el IRI-SAb3 presentan clasicas curvas sigmoides de concentracidn-accién en graficos semilogaritmicos, sin
indicio alguno de regulacion a la baja o desensibilizacién a altas concentraciones de mAb (Figura 1A). Un monoclonal
humano descrito recientemente (14) se aproxima a las caracteristicas funcionales del IRI-SAb2. Sin embargo queda por
demostrar si se comporta como un agonista pleno del TSHr humano en medio salino normal.

b. La actividad estimuladora del IRI-SAb2 y del IRI-SAb3 esta preservada en los fragmentos Fab

La dimerizacion/oligomerizacion de los GPCRs es tema de intenso interés en la actualidad. A pesar de ciertas
indicaciones contradictorias, no hay sin embargo fuerte evidencia de que la modificacion del estado de
di/oligomerizacion de los GPCRs o de los GPHRs esté implicada en el proceso de activacién, per se. Nuestros
resultados con fragmentos Fab de IRI-SAb2 y de IRI-SAb3 confirman anteriores resultados obtenidos con TSAbs de
pacientes (1, 30) de que los anticuerpos monovalentes son tan activos como las IgGs intactas, descartando que la
activacion por parte de estos anticuerpos se derivase de una agregacion o dimerizacién forzada.

c. Delineacion molecular de epitopes conformacionales de TSAbs: hay mas de una manera de estimular al TSHr

Desde los primeros estudios, cuando llegé a estar disponible el cDNA de TSHr clonado, se dedujo que los epitopes de
los TSAb de los pacientes con enfermedad de Graves eran conformacionales (1, 31 - 33). Esta nocion esta de acuerdo
con los resultados obtenidos con los actuales asi como los anteriormente descritos mAbs con actividad estimuladora
(12, 13). El IRI-SAb1 se unia tan solo al TSHr humano y su epitope estaba localizado en la parte N-terminal del
ectodominio. Este epitope comprende a un residuo de glutamina (Q45), localizado en la primera agrupacion de cisteina
del ectodominio, inmediatamente del lado de cola con respecto a la parte LRR. Q45 pertenece a un segmento del
receptor del que se predice que sera altamente conformacional y estara particularmente bien expuesto a la interaccion
con TSAb en constructos en los cuales la parte serpentina del TSHr ha sido sustituida por un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol. El epitope del IRI-SAb1 contiene un segundo residuo de glutamina (le) situado en la parte
convexa de la estructura en herradura del ectodominio, en la hélice a de la segunda LRR. No es de esperar que esta
cara de la herradura establezca contacto directo con TSH (3), lo cual es coherente con la ausencia de actividad
desplazadora de la TSH del IRI-SAbl (Figura 1C). Esto hace surgir la posibilidad de que algunos anticuerpos sin
actividad de TBII pudiesen actuar como TSAbs. A pesar de que han sido descritos pacientes con enfermedad de Graves
TBII-negativos, los mismos son raros, de acuerdo con la nocién de que la mayoria de TSAbs no compiten con la TSH
por la unién al TSHr (19). En coincidencia con este parecer, el IRI-SAb1 no es desplazado por la inmensa mayoria de
los autoanticuerpos de pacientes con enfermedad de Graves (Figura 2A).
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Contrariamente al IRI-SAb1, los monoclonales IRI-SAb2 e IRI-SAb3 segun la presente invencion no son especificos del
TSHr humano; sino que reconocen al TSHr de varias especies, incluyendo a la del raton, en la cual fueron generados.
Mientras que sus epitopes estaban también localizados en la parte N-terminal del receptor, contrariamente al IRI-SAb1,
dichos monoclonales comprenden varios residuos que pertenecen a las hebras  de LRRs. Como tales, sus epitopes
estan mapeados en la cara céncava de la parte aminoterminal de la estructura en herradura (Figuras 3 y 4), una regién
de la que se ha demostrado que estd directamente implicada en interacciones especificas con TSH (3). Una
comparacion detallada, al nivel de los aminoéacidos individuales, de los epitopes del IRI-SAb2 y del IRI-SAb3 pone de
manifiesto un extensivo solapamiento que comprende a las hojas B de las LRR1, 2 y 3 (Figura 4). Es interesante
constatar que el epitope del IRI-SAb3 sigue extendiéndose hasta residuos de LRR4, 5y 6 (Figura 4). Considerando la
mas débil eficacia del IRI-SAb3 en comparaciéon con el IRI-SAb2, esto sugiere que la actividad agonistica puede
depender mas de la naturaleza de los residuos que interactian que de la extension de la superficie de interaccién. A
pesar de que la interpretacion de tal solapamiento debe tomarse con cierta precaucion (las sustituciones de
aminoé&cidos de las que se deducen pueden ocasionar perturbaciones estructurales de largo alcance), estos datos
delinean a las hojas B de las repeticiones ricas en leucina LRR1 a 3 como hojas que contienen un “disparador de la
activacion” del ectodominio del TSHr. En paralelo a esta observacion, el muy limitado numero de sustituciones de
aminoacidos en las regiones Fv del IRI-SAb2 y del IRI-SAb3 que previsiblemente interactuaran con los epitopes (tres
residuos, dos en las cadenas livianas y uno en las cadenas pesadas) (Figura 5) indica que los dos mAbs son originarios
de una redistribucion de genes comuan. Dicho muy limitado nimero de sustituciones de aminoacidos demuestra que la
diferencia entre la actividad agonista parcial o plena de los anticuerpos depende de diferencias estructurales muy
sutiles. A su vez, estas observaciones abren el camino a la identificacion de las interacciones activadoras de la region
disparadora, mediante mutagénesis reciproca dirigida por el sitio de los anticuerpos recombinantes y los constructos de
ectodominio.

d. Los epitopes de mAbs fuertemente estimuladores y bloqueadores no se solapan entre si y con los determinantes de
la unién a TSH

El epitope del mAb 1H7 fuertemente bloqueador se solapa notablemente con los de los anticuerpos IRI-SAb2 e IRI-
SAb3. Comparte 5 residuos con cada uno de ellos (T*° y K>%, R®’, Y®2, R'® con el IRI-SAb2; Y®?, R'® F'*°, g*%?, F'*
con el IRI-SAb3). De nuevo debe tomarse con precaucion la interpretacion de tal solapamiento al nivel de los
aminoacidos individuales (véase lo expuesto anteriormente). Sin embargo, esta observacién es una fuerte indicacion de
que la diferencia entre los anticuerpos estimuladores y bloqueadores puede comprender epitopes muy similares y
cercanos. Estudios funcionales que implicasen a constructos mutados tanto del ectodominio como de los mAbs
recombinantes dotados o no de actividad estimuladora deberian ayudar a delinear los residuos implicados en el
disparador de la activacion. No sorprendentemente, el mAb bloqueador 1H7 es asimismo desplazado del receptor por
autoanticuerpos de pacientes con enfermedad de Graves tales como el IRI-SAb2, y el IRI-SAb3 (Figura 2D). Esta
observacion estd completamente de acuerdo con los recientes resultados que demuestran que los autoanticuerpos
purificados de pacientes con actividad bloqueadora “pura” (es decir que no presentan actividad de TSAb) no pueden
distinguirse de los TSAb purificados en cuanto a su capacidad para ser desplazados del TSHr por autoanticuerpos de
clasicos pacientes con enfermedad de Graves (25). Juntas, estas observaciones ponen en tela de juicio a la nocion de
que los anticuerpos activadores y bloqueadores reconocerian a los epitopes situados en las partes aminoterminal y
carboxiterminal del ectodominio (33, resefia).

e. Los anticuerpos monoclonales IRI-SAb2 y 3 son eficaces estimuladores del TSHr murino ex vivo e in vivo

Su aislamiento a partir de un ratén que presentaba signos de tirotoxicosis sugirié fuertemente que el IRI-SAb2 y el IRI-
SAb3 eran responsables del estado hipertiroideo (o contribuian al mismo). Como se ha expuesto anteriormente, esto
implica que se ha quebrado la tolerancia a si mismo y que algunos anticuerpos en este animal deben ser capaces de
reconocer y activar al TSHr murino. Tanto el IRI-SAb2 como el IRI-SAb3 presentan estas caracteristicas al ser
sometidos a ensayo ex vivo sobre células CHO que expresan el TSHr de raton (Figura 6). Inesperadamente, tanto el
IRI-SAb2 como el IRI-SAb3 eran agonistas mas fuertes que la TSH bovina en este sistema de ensayo (Figura 6). Es
concebible que estabilizasen més eficientemente la conformacion activa del ectodominio en comparacién con la TSH
bovina, no habiéndose explorado la situacion con la TSH murina.

Asimismo, la diferencia de eficacia de los dos mAbs que se observé en la estimulacion del TSHr humano no se observa
con el receptor de ratdén (comparar la Figura 1 con la Figura 6).

De acuerdo con estas observaciones, los ratones a los que se les inyectaron por via intravenosa IRI-SAb2 e IRI-SAb3
presentaron signos bioldgicos de hipertiroidismo (Figura 7). La cinética del cambio de la T4 total en plasma tras
inyeccion de IRI-SADb2 era en términos generales compatible con las conocidas vidas medias del isotipo IgG2a de ratén
(34), sin signo alguno de desensibilizacion aguda (Figura 7E). La histologia de las glandulas, cuatro dias después de la
inyeccion de IRI-SAb2 o de IRI-SAb3, presenta los esperados signos de hiperestimulacion de los tirocitos.
Inesperadamente, sin embargo, dicha histologia también revelaba agudos signos de inflamacién y toxicidad, con
numerosos macrofagos infiltrados y células moribundas descamadas en los espacios coloides. Este panorama podria
interpretarse como la consecuencia de una estimulacion aguda del TSHr, que induce una sobreproduccion de H>O; en

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2382627 T3

la membrana apical, seguida de un proceso inflamatorio. La capacidad de producir una estimulacién puramente humoral
por parte de los TSAbs para ocasionar una reaccion inflamatoria en las glandulas de ratones no inmunizados es
interesante en el contexto de la patofisiologia de la enfermedad de Graves. Segun lo cominmente sabido los signos
inflamatorios del tejido tiroideo que se observan en la enfermedad de Graves son la consecuencia de una reaccion
autoinmune en curso, mantenida por antigenos locales. Nuestros resultados sugieren que la sobreestimulacién per se
puede contribuir de manera importante al cuadro inflamatorio. Futuros estudios en los cuales se administraran
cronicamente a ratones no acondicionados IRI-SAb2 e IRI-SAb3 demostraran si la sobreestimulacion de las glandulas
puede por si misma conducir a una reaccién autoinmune con generacion de autoanticuerpos anti-tiroglobulina y/o anti-
tiroperoxidasa.

Perspectivas:

Como ya se ha sefalado, los anticuerpos monoclonales que se describen en la presente solicitud constituyen
prometedoras nuevas herramientas para sondear los mecanismos moleculares implicados en la activacion del TSHr.

Regiones variables de estos mAbs pueden ser clonadas y, en contraste con la TSH, pueden ser facilmente producidas
como material recombinante. Tanto las regiones CDR de los anticuerpos como la parte LRR del receptor pueden ser
modificadas mediante mutagénesis dirigida por el sitio y pueden ser sometidas a ensayo en ensayos funcionales. Esto
deberia abrir el camino a la identificacion de residuos interactuantes en las dos partes asociadas, lo cual a su vez puede
proporcionar pistas acerca de los cambios conformacionales asociados a los mecanismos de activacion.

Desde un punto de vista clinico, se usan cada vez mas en varios campos de la medicina anticuerpos monoclonales con
actividad bioldgica (35). Con su alta potencia y eficacia, su larga vida media y su mas bajo coste de produccion previsto,
el IRI-SAb2 y el IRI-SAb3 (o derivados humanizados de los mismos) pueden ser vistos como una interesante alternativa
a la TSH recombinante para varios protocolos in vivo en el hombre. Estos incluyen la estimulacion de restos de la
tiroides o metéastasis, en pacientes con cancer de tiroides diferenciado antes de la medicién de la tiroglobulina en suero
y de la exploracion de todo el cuerpo con I**! (36) o de la administracion de dosis terapéuticas de 1**'. En consecuencia,
la presente invencion, segun uno de sus aspectos, también se refiere al uso de mAbs de la presente invencion, o de
fragmentos o formas humanizadas o de cadena Unica de los mismos, en forma no etiquetada o etiquetada con un
marcador detectable o con un radioisétopo, para la preparacion de medicamentos terapéuticos o de composiciones y
agentes diagnosticos a efectos de obtencion de imagenes y de diagnosis in vivo.

El mAb bloqueador 1H7 es de interés como potencial alternativa para un uso (método terapéutico) en el tratamiento del
hipertiroidismo de acuerdo con la DE 199 07 094 C1 y la correspondiente WO 00/49050 A2/A3. En consecuencia, la
presente invencion también cubre el uso de tal mAb bloqueador para la preparacién de un medicamento para tratar el
hipertiroidismo.

Por afiadidura, su alta afinidad para unirse al TSHr humano puede cualificar el IRI-SAb2 y al IRI-SAb3, asi como al 1H7,
como indicadores en inmunoensayos in vitro o con aplicacidon en la obtencion de imagenes o bien, ligados a un
radiomarcador o a un agente citotdxico 0 a una toxina, para la destruccion especialmente de metastasis no
absorbedoras de yodo de los canceres de tiroides menos diferenciados.

Péptidos correspondientes a regiones variables o a CDRs de los nuevos mAbs pueden ser usados a efectos de ensayo,
como inmundgenos y en purificacion por afinidad.
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<210> 1

<211l> 97

<212> PRT
<213> mamifero
<400> 1

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ala Tyr Thr Met Asn Trp
1

Val Lys Gln Ser His Gly Lys Asn Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
20 25 30

Pro Phe Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Glu Gly Lys Ala
35 40 45

Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr Met Glu Leu Leu
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Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Val
65 70 75 80

Trp Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Leu Thr Val Ser

85 90 95
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<210> 2
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<212> PRT
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REIVINDICACIONES

Anticuerpos monoclonales (mAbs) que tienen actividad estimuladora de la tiroides (TSAb), cuyos anticuerpos
monoclonales son obtenibles mediante inmunizaciéon genética de ratones contra el receptor de TSH humano
(hTSHr), seleccién de los ratones que dan positivo para la presencia de anticuerpos, generacion de hibridomas
usando células del bazo de los ratones seleccionados, y expansion, ensayo y seleccion de los clones de
hibridomas que producen mAbs o fragmentos F(ab’);, Fab o Fv de tales anticuerpos monoclonales, cuyos
anticuerpos son producidos por células de hibridomas depositadas al amparo del Tratado de Budapest del 27 de
mayo de 2004 en la DSMZ de Braunschweig con los Numeros de Accesion DSM ACC2664 y DSM ACC2662.

Anticuerpos monoclonales (mAbs) que tienen actividad bloqueadora de la tiroides (TBAb), cuyos anticuerpos
monoclonales son obtenibles mediante inmunizaciéon genética de ratones contra el receptor de TSH humano
(hTSHr), seleccion de los ratones que dan positivo para la presencia de anticuerpos, generacion de hibridomas
usando células del bazo de los ratones seleccionados, y expansion, ensayo y seleccion de los clones de
hibridomas que producen mAbs o fragmentos F(ab’);, Fab o Fv de tales anticuerpos monoclonales, cuyos
anticuerpos son producidos por células de hibridomas depositadas al amparo del Tratado de Budapest el 27 de
mayo de 2004 en la DSMZ de Braunschweig con el Niumero de Accesion ACC2663.

Anticuerpos o fragmentos segun la reivindicacion 1, caracterizados por el hecho de que los mAbs pertenecen al
isotipo de 1gG IgG2A y contienen una cadena pesada segun la ID SEC N°: 1y una cadena liviana segun la ID
SEC N°: 2, o son fragmentos derivados de tales anticuerpos.

Anticuerpos o fragmentos segun la reivindicacion 1, caracterizados por el hecho de que los mAbs pertenecen al
isotipo de IgG IgG1 y contienen una cadena pesada segun la ID SEC N° 9 y una cadena liviana segun la ID
SEC N°: 10, o son fragmentos derivados de tales anticuerpos.

Uso de anticuerpos o fragmentos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en inmunoensayos competitivos
in vitro o en bioensayos in vitro para la determinacion de autoanticuerpos contra el receptor de TSH (TRADb).

Uso segun la reivindicacion 5, en donde los anticuerpos o fragmentos llevan una etiqueta que permite una
deteccién de sus preparaciones de union al TSHr.

Uso de anticuerpos o fragmentos segun las reivindicaciones 1 a 4, en donde dichos anticuerpos estan

etiquetados o llevan un radioisétopo que permite la obtencién de imagenes in vivo de tejido y/o células que
presentan el TSHr.
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Figura 2
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Figura 6
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