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DESCRIPCION
Anticuerpos agonistas contra TSHR

La invencion se refiere a anticuerpos, particularmente a anticuerpos humanos que se unen a, y antagonizan, el
receptor de la hormona estimulante del tiroides (TSHR) en seres humanos y a sus usos en funciones de diagnostico
y terapéuticas.

Como es bien sabido, la glandula tiroidea es un sitio de control metabdlico en el organismo. El cancer de la glandula
tiroidea no es particularmente habitual, pero la alta tasa de reaparicién de la enfermedad requiere supervision
prolongada. Normalmente, durante el tratamiento del cancer del tiroides, la mayoria de los tumores tiroideos se
extirpa, pero a menudo queda una pequefa cantidad que debe tratarse con radioterapia. Después de cirugia, es
necesario tratar al paciente con hormonas tiroideas, ya que el paciente no la producira mas. Una funcion de la
glandula tiroidea es captar el yodo del organismo. Por tanto, debe ser posible tratar cualquier célula tumoral restante
con yodo radioactivo. Si bien, por desgracia, las células de cancer tiroideo no captan yodo bien. Por tanto, para que
el yodo radioactivo funcione, el paciente debe de tratarse con TSH recombinante o tener suspendido el tratamiento
con hormonas tiroideas para elevar los niveles de TSH naturales, para estimular la captacion de yodo. Sin embargo,
una parte significativa de los pacientes tratados no responden a la TSH recombinante después de algun tiempo.
Ademas, la TSH recombinante es muy costosa y no a todos los pacientes se les puede ofrecer este tratamiento. La
suspension de la hormona tiroidea tiene efectos secundarios bastante desagradables para el paciente,
particularmente fatiga, calambres musculares, hinchazén y estrefiimiento. Seria beneficioso si pudiese encontrarse
un nuevo tratamiento mas asequible que estimulase la captacion de yodo, sin ocasionar dichos efectos secundarios
desagradables.

La enfermedad de Graves es un trastorno comun mediado por anticuerpos en la que el antigeno diana primario se
ha identificado como el receptor de la superficie de las células foliculares tiroideas para la hormona estimulante del
tiroides (TSHR). Un grupo de anticuerpos anti-TSHR se comportan como agonistas, imitando la accion del ligando
natural, la TSH, sobre el receptor y se conocen como anticuerpos estimulantes del tiroides (TSAbs). Los TSAbs
hiperestimulan las células foliculares tiroideas para segregar tirosina produciendo hipertiroidismo. Otro grupo de
anticuerpos anti-TSHR (TSBAb) puede actuar como antagonistas de la unién de la TSH al receptor que
ocasionalmente puede conducir a hipotiroidismo. También se han descrito anticuerpos de clase neutra contra el
TSHR que no tienen actividad agonista ni antagonista, aunque su funciéon en enfermedades queda por aclarar.

El tratamiento de la enfermedad de Graves ha sido estandar durante casi cincuenta afios. Es muy dificil estudiar la
enfermedad de Graves debido a que los anticuerpos implicados en la enfermedad estan presentes a niveles muy
bajos. Seria util tener anticuerpos que estimulasen el TSHR con el fin de promover estudios en la enfermedad de
Graves.

El TSHR pertenece a la familia de receptores acoplados a la proteina G (GPCR) con un gran dominio extracelular,
una region de siete dominios transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica corta. La region TM de los GPCR es
responsable de la transmision de la sefal de activacion regulando mensajeros secundarios pequefios tales como
AMPc, diacilglicerol e inositolfosfato (IP3). Es probable que el modo de activacién del TSHR y la cascada reguladora
intracelular consiguiente puedan ser finalmente responsables de las variaciones observadas en diferentes pacientes
con respecto a hiperplasia toxica (aumento de la glandula, bocio), complicaciones extratiroideas y respuesta al
tratamiento. El TSHR es Unico entre la gran familia de los GPCR en experimentar modificaciones postraduccionales
complejas tales como la escision en dos subunidades unidas por puentes disulfuro, conocidas como la subunidad A
y la subunidad B. La subunidad A de 53 kD, que corresponde al ectodominio del TSHR es de especial interés ya que
se une preferencialmente a TSAbs y se ha propuesto que el fragmento escindido resultante liberado en la corriente
sanguinea puede ser el estimulo primario para provocar la autoinmunidad en individuos susceptibles.

El aislamiento de TSAbs como anticuerpos monoclonales (mabs) ha sido un objetivo muy buscado, aunque se ha
demostrado que es extraordinariamente dificil de conseguir. El establecimiento de modelos animales experimentales
de la enfermedad de Grave hipertiroidea ha conducido al desarrollo de mabs de IgG con actividad TSAb limitada. Al
mismo tiempo, se describi6 un mab de IgG humano contra TSHR, desarrollado a partir de un paciente con
enfermedad de Grave, con fuerte actividad tiroidea en el intervalo de nanogramos. El mab humano actuaba como un
agonista completo activando el TSHR a un equivalente de estimulacion maximo con respecto al conseguido con
concentraciones saturantes de TSH. Mas recientemente, también se ha descrito un mab murino desarrollado a partir
de un modelo experimental, con eficacia similar, que se comporta como un agonista completo para el TSHR.
Ademas, el mab fue patdégeno en experimentos de transferencia de anticuerpos in vivo y supuestamente condujo a
un infiltrado linfocitico de la glandula tiroidea. Los determinantes sobre el receptor para el agonista completo y otros
mabs murinos bloqueantes y estimuladores son dependientes del plegamiento conformacional, tridimensional del
ectodominio, que reside en una region rica en repeticiones de leucina dentro de la estructura en forma de herradura.
La escasez de autoanticuerpos agonistas completos contra TSHR presente en el suero de pacientes, impide realizar
una comparacion de sus propiedades, que puede impactar sobre la patogénesis de la enfermedad de Grave. Los
autores de la invencion han desarrollado sorprendentemente dos anticuerpos que tienen una afinidad
extraordinariamente alta por el TSHR y por consiguiente estimulan fuertemente al TSHR. Cabe destacar que, los dos
mabs muestran actividad agonista completa contra el TSHR, pero también muestran sutiles diferencias en su
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comportamiento a bajas concentraciones de IgG en cuanto a actividad antagonista para el TSHR. Los mabs son
patégenos in vivo cuando se transfieren a ratones por lo que una sola inyeccion de cantidades en microgramos de
IgG induce hipersecrecion rapida de tiroxina lo que conduce a hipertiroidismo sostenido con considerables cambios
morfolégicos, pero con infiltrado de células mononucleares minimo en las glandulas tiroideas.

De acuerdo con la invencién, se proporciona un anticuerpo que se une al TSHR humano con alta afinidad y
especificidad.

Por consiguiente, se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1.

Para que la invencion pueda entenderse mejor, se definen algunos términos. A lo largo de la memoria descriptiva
pueden encontrarse otras definiciones.

El término “anticuerpo” es muy conocido en la técnica. En el presente documento significa una inmunoglobulina o
cualquier fragmento funcional de la misma. Incluye cualquier polipéptido que tenga un sitio de unién al antigeno.
Incluye, aunque sin limitacion, anticuerpos monoclonales, policlonales, monoespecificos, poliespecificos, no
especificos, humanizados, humanos, monocatenarios, quiméricos, sintéticos, recombinantes, hibridos, mutados,
injertados y/o generados in vitro. El término “anticuerpo” incluye fragmentos de anticuerpo tales como Fab, F (ab’) 2,
Fv, scFv, Fd, dAb y cualquier otro fragmento de anticuerpo que conserve la funcién de unién al antigeno.
Tipicamente, dichos fragmentos comprenderian un dominio de unién al antigeno. Cuando el término “anticuerpo” va
precedido de la palabra “intacto” significa una molécula de anticuerpo completa, en particular dos cadenas pesadas,
cada una con una region variable y tres regiones constantes, y dos cadenas ligeras, cada una con una region
variable y una region constante.

Los anticuerpos intactos también se conocen como inmunoglobulinas (Ig). Como se ha indicado anteriormente, los
anticuerpos intactos comprenden cadenas ligeras y cadenas pesadas. Las cadenas ligeras se clasifican en dos
isotipos, y las cadenas pesadas se clasifican en cinco isotipos (A, D, E, G y M). Algunos isotipos de cadena pesada
se dividen ademas en subclases de isotipos, por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Se prefiere particularmente que
los anticuerpos de la invencién sean anticuerpos de IgG. En particular se prefieren anticuerpos de 1IgG2b e IgG2a.

El dominio y las estructuras tridimensionales de diferentes anticuerpos se conocen en la técnica. La cadena ligera
esta formada por un dominio constante (C) y un dominio variable (V) N terminal. La cadena pesada esta formada por
tres o cuatro dominios constantes (Cy), un region bisagra, y un dominio variable (Vy) N terminal. El Cy adyacente al
dominio Vy se denomina Chi. Los dominios Vu y Vi contienen cuatro regiones de secuencia conservada
denominadas regiones marco conservadas (FR, Framework Regions) (FR1, FR2, FR3 y FR4), que forman un
armazéon para tres regiones de secuencia hipervariable denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR). Las CDR (CDR1, CDR2 y CDRS3) contienen la mayoria de los aminoacidos del
anticuerpo que se une especificamente al antigeno. Las CDR de cadena pesada se indican como H1, H2 y H3,
mientras que las CDR de cadena pesada se indican como L1, L2 y L3. El término CDR es muy conocido en la
técnica. Un experto en la técnica seria capaz de reconocer las CDR en un anticuerpo o fragmento utilizando la
numeracion de Kabat y los aminoacidos encontrados en cualquier lado de las CDR.

El fragmento Fab (Fragmento de union al antigeno) consta de los dominios V4, Cn1, VL y CL unidos por enlace
covalente mediante un enlace disulfuro entre las regiones constantes. El fragmento Fv es mas pequefio y consta de
los dominios Vi y VL no unidos por enlace covalente. Para superar la tendencia de disociacion de los dominios no
unidos por enlace covalente, puede construirse un fragmento Fv monocatenario (scFv, single chain Fv). Los scFv
contienen un polipéptido flexible que conecta el extremo C de V4 con el extremo N de Vi, o el extremo C de V. con
el extremo N de V. Como conector puede utilizarse un péptido de 15 oligémeros (GlysSer)s, pero se conocen bien
otros conectores.

Los anticuerpos de la invencién pueden unirse al Receptor de la Hormona Estimulante del Tiroides (TSHR) Humano.
Preferentemente, los anticuerpos también reaccionan en cruzado con el TSHR de ratén. Ademas pueden agonizar
ese receptor, es decir, estimular la produccién de hormona tiroidea. Es posible explorar estas funciones utilizando
técnicas muy conocidas en la materia. Un fragmento funcional es un fragmento de anticuerpo que aun puede unirse
al TSHR. Ademas, un fragmento funcional puede antagonizar el TSHR.

» o«

Las expresiones “sitio de unién al antigeno”, “dominio de unién al antigeno”, y “fragmento de unién al antigeno”
significan la parte de un anticuerpo que se une especificamente al antigeno. La parte del antigeno que reconoce el
anticuerpo y que se al mismo se denomina como “epitopo”. Un dominio de unién al antigeno normalmente
comprende regiones variables tanto de la cadena ligera (VL) como de la cadena pesada (V4), pero no tiene que
comprender ambas. Los fragmentos de unién al antigeno incluyen fragmentos Fab (fragmentos monovalentes que
constan de los dominios V., V4, C. y CHy); fragmentos F(ab’), (fragmentos bivalentes que comprenden dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra); fragmentos Fd (los dos dominios Vi y Ch1);
fragmentos Fv (dominios V. o V4, fragmentos dAb (Ward y col., (1989) Nature 341: 544-546), una o mas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR); y Fv monocatenarios. Los diversos fragmentos de anticuerpo
pueden obtenerse utilizando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia. Es posible explorar
la funcionalidad de los fragmentos, por ejemplo, uniéndose y agonizando a un receptor utilizando técnicas conocidas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2482 145713

en la materia.

Como se conoce en la materia, es posible utilizar anticuerpos murinos de ratones y ratas para terapia en seres
humanos. Sin embargo, los anticuerpos de roedores tienden a provocar fuertes respuestas inmunitarias contra
Anticuerpos anti Murinos Humanos (HAMA) que limitan su utilidad para la aplicacion repetida en el mismo paciente.
Por tanto, los anticuerpos de acuerdo con la invencidon son preferentemente quiméricos, humanizados (con CDR
injertada o reformada).

El término “quimérico” se refiere a anticuerpos en los que todas las regiones variables de un anticuerpo de ratén o
rata se expresan junto con regiones constantes humanas. Esto dota al anticuerpo de funciones efectores humanas y
también reduce la inmunogenicidad (HAMA) ocasionada por la regién Fc murina.

Los anticuerpos “humanizados” (denominados también anticuerpos con CDR injertada o reformada)” son una
alternativa a los anticuerpos quiméricos en los que solo las regiones determinantes de la complementariedad de las
regiones V del anticuerpo del roedor se combinan con las regiones marco conservadas de las regiones V humanas.
La idea es que estos anticuerpos deban ser mas de tipo humano que quimérico y por tanto quiza menos
inmunogénicos que los anticuerpos quiméricos.

También es posible obtener anticuerpos totalmente humanos de ratones transgénicos u otros animales transgénicos.
Se han creado ratones transgénicos que tienen un repertorio de segmentos de genes de la linea germinal de la
inmunoglobulina humana. Por tanto, cuando estos ratones se inmunizan generan anticuerpos de tipo humano. Los
linfocitos B de dichos ratones inmunizados pueden utilizarse en la produccion de anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos y acidos nucleicos de la invencién estan preferentemente aislados. El término “aislado” se refiere a
una molécula sustancialmente libre de su entorno natural. Por ejemplo, una proteina aislada esta sustancialmente
libre de material celular o de otras proteinas procedentes de la fuente celular o tisular de la que procede. El término
también se refiere a preparaciones en las que la proteina aislada es suficientemente pura para composiciones
farmacéuticas, o tienen una pureza de al menos 70-80 % (p/p); o al menos 80-90 % (p/p); o al menos del 90-95 %; o
al menos del 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o del 100 % (p/p).

La frase “sustancialmente homologo(a)” significa que la secuencia de aminoacidos o de nucledtidos pertinente (por
ejemplo CDR (s), dominio V4 0 V) sera idéntica a o tendra diferencias minimas con las secuencias especificamente
definidas. Las diferencias minimas incluyen cambios minimos de aminoacidos, tales como 1 o 2 sustituciones en una
secuencia de 5 aminoacidos de una region especifica. En el caso de anticuerpos, el segundo anticuerpo tiene la
misma especificidad y tiene al menos el 50 % de la afinidad del mismo.

También forman parte de esta solicitud secuencias sustancialmente idénticas u homologas (por ejemplo, una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente 85 %) a las secuencias descritas en este documento. En
algunas realizaciones, la identidad de secuencia puede ser de aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % o mayor. En particular, cuando se manejan secuencias de las CDR, homologia
sustancial significa preferentemente al menos una homologia del 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %. Cuando se manejan secuencias mas grandes, tales como las secuencias de las regiones variables de
cadena ligera o pesada, la homologia puede ser al menos del 85 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 % o 99 %. Las secuencias que incluyen regiones constantes pueden tener menos homologia, por
ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % o mayor. Las
secuencias sustancialmente idénticas u homdlogas también incluyen secuencias de acidos nucleicos que se
hibridaran en condiciones de hibridacion selectivas (por ejemplo, condiciones de hibridacion altamente rigurosas),
con el complemento de la cadena especificamente definido. El porcentaje de identidad puede determinarse
mediante algoritmos de alineamiento convencionales, por ejemplo, la Herramienta de Alineamiento Local Basica
(BLAST) descrita por Altshul y col. ((1990) J. Mol. Biol., 215: 403-410); el algoritmo de Needleman y col. ((1970) J.
Mol. Biol., 48: 444-453); o el algoritmo de Meyers y col. ((1988) Comput. Appl. Biosci. , 4: 11-17). El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoacidos o de nucledtidos también puede determinarse utilizando el algoritmo
de E. Meyers y W. Miller ((1989) CABIOS, 4: 11-17) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0). Esto
deben saberlo los expertos en la técnica.

El término “rigurosas” describe condiciones para hibridacion y lavado. Los expertos en la técnica conocen
condiciones rigurosas y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y.
(1989), 6.3. 1-6.3. 6.

Pueden producirse anticuerpos por cualquier procedimiento conocido en la materia. Un procedimiento preferido es
utilizar técnicas de hibridoma tradicionales (Kohler y Milstein (1975) Nature, 256: 495-499). Para técnicas de
produccion de anticuerpos adicionales, véase Antibodies: A Laboratory Manual, eds. Harlow y col., Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988. En la presente invencion no existen limitaciones como procedimiento de producciéon o
fuente de anticuerpos.

La invencion proporciona anticuerpos que se unen al TSHR como se define en las reivindicaciones adjuntas.
También se contempla que un experto en la materia pueda crear mas anticuerpos modificando la secuencia (o
secuencias) Vy y/o V. proporcionada. Dichos anticuerpos pueden proceder de un experto en la materia que utilice
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técnicas conocidas en la materia y también se incluyen en la invencion. Por ejemplo, en cualquier parte del
anticuerpo pueden introducirse modificaciones tales como sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos,
siempre que conserve la funcionalidad. Los cambios pueden introducirse en las regiones marco conservadas,
especialmente para mejorar, por ejemplo, la estabilidad del anticuerpo. También pueden introducirse cambios en las
CDR para modificar la afinidad del anticuerpo por el TSHR. La afinidad de un anticuerpo por el TSHR puede
analizarse utilizando técnicas convencionales conocidas en la materia.

En particular se contemplan modificaciones conservativas en las secuencias Vy y V.. Dichos cambios produciran
moléculas que tengan caracteristicas funcionales y quimicas similares a las de los anticuerpos a partir de los que se
realizan las modificaciones. Las modificaciones conservativas son modificaciones sin probabilidad de que cambie
drasticamente la forma o funcién del anticuerpo, tal como reemplazando un aminoacido por otro aminoacido que
tenga caracteristicas similares, por ejemplo, reemplazando un aminoacido hidréfobo por otro aminoacido hidréfobo.

Cuando se sustituyen aminoacidos, pueden utilizarse aminoacidos naturales, asi como aminoacidos de origen no
natural, que se han creado, por ejemplo, por sintesis quimica.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién pueden unirse a otras moléculas. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
unirse a una proteina o a un polimero no proteinico tal como polietilenglicol, polipropilenglicol y polioxialquilenos. La
union de los anticuerpos a dichas moléculas es bien conocida en la técnica y puede realizarse mediante
procedimientos convencionales. La unién de anticuerpos a dichas moléculas puede tener un efecto sobre
determinadas caracteristicas de los anticuerpos, por ejemplo semivida en sangre.

Otras moléculas que pueden unirse a los anticuerpos incluyen etiquetas o marcadores funcionales o detectables,
tales como marcadores enzimaticos, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina,
radiomarcadores y restos quimicos, por ejemplo biotina. Los anticuerpos también pueden unirse a agentes tdxicos
tales como toxinas, moléculas citostaticas o citotdxicas y radioisétopos. Como alternativa, los anticuerpos pueden
unirse a otros anticuerpos.

En una realizacion particularmente preferida, los anticuerpos se unen a yodo radiactivo.

La union de dichas moléculas con anticuerpos es bien conocida en la materia y puede efectuarse mediante técnicas
convencionales, por ejemplo, mediante unién covalente.

La invenciéon también proporciona acidos nucleicos aislados que codifican anticuerpos de acuerdo con la invencion.
Los acidos nucleicos pueden comprender ADN o ARN y pueden ser sintéticos (completa o parcialmente) o
recombinantes (completa o parcialmente).

Las secuencias de nucledtidos proporcionadas y referencias de las mismas incluyen moléculas de ADN con la
secuencia especifica e incluyen moléculas de ARN con la secuencia especifica en la que la U se sustituye por T.

Se proporciona particularmente un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo, que comprende una secuencia
de nucledtidos que tiene una homologia de al menos el 85 % con una secuencia de cadena pesada seleccionada de
las secuencias mostradas en las figuras:

51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 71, 72; y
una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos 85 % con una secuencia de cadena ligera
seleccionada de las secuencias mostradas en las figuras: 55, 60, 70 y 73.

En particular, las secuencias tienen preferentemente una homologia del 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % con las secuencias proporcionadas.

La invencién también proporciona vectores que comprenden al menos un acido nucleico de acuerdo con la
invencion.

También se proporciona una célula huésped que comprende al menos una construccién de este tipo.

Adicionalmente se proporciona el procedimiento para crear un anticuerpo que comprenda cultivar células huésped
en condiciones apropiadas de manera que exprese el anticuerpo a partir del acido nucleico. Después de la expresion
y produccién, cualquier fragmento deseado o anticuerpo puede aislarse y/o purificarse utilizando cualquier técnica
adecuada, y después utilizarse segiin sea apropiado.

En la técnica se conocen sistemas para la clonacidon y expresion de polipéptidos en una diversidad de células
huésped. Como células huésped adecuadas se incluyen células de mamifero, células de insecto, células de plantas,
células de levadura o células procariotas, por ejemplo, células de E coli. Como células de mamifero, disponibles en
la técnica para la expresion de polipéptidos heterélogos que incluyen lineas celulares linfociticas (por ejemplo, NSO),
células HEK293, células de ovario de hamster Chino (CHO), células COS, células Hela, células renales de crias de
hamster, células de ovocitos.
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Se prefiere particularmente que los anticuerpos de la invencién sean anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales pueden producirse mediante procedimientos convencionales, como describen Kohler y Milstein por
primera vez.

En particular, los anticuerpos pueden producirse usando un hibridoma. Se proporciona un primer hibridoma que
tiene el numero de acceso ECACC 06032901. También se proporciona un segundo hibridoma que tiene el niumero
de acceso ECACC 06032902.

También se proporciona un anticuerpo producido por un hibridoma de acuerdo con la invencion.

Adicionalmente se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo que comprende cultivar un hibridoma
de acuerdo con la invencion en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo y aislar el anticuerpo del
cultivo.

Como se sabe en la técnica, un hibridoma es una célula creada artificialmente por fusién de una célula tumoral con
un linfocito B. Dichas células se producen en el procedimiento de producciéon de anticuerpos monoclonales
convencional, como describen Kohler y Milstein por primera vez.

Los anticuerpos de la invencion tienen usos multiples. En primer lugar, pueden utilizarse para impulsar los estudios
del TSHR y de la enfermedad de Graves.

En segundo lugar, los anticuerpos también tienen usos terapéuticos y de diagnodstico. En un uso, los anticuerpos
pueden utilizarse para dirigirse a células cancerosas, especialmente a células tumorales tiroideas y a metastasis de
tumores tiroideos. Los anticuerpos también pueden utilizarse para administrar compuestos radioactivos tales como
yodo radioactivo a las células tumorales (“balas magicas”) o para estimular la captaciéon de yodo radioactivo por
parte de las células tumorales, con fines tanto de diagndstico como terapéuticos. Cuando las células tumorales
captan yodo radioactivo, éstas se destruyen. También pueden identificarse explorando la radioactividad utilizando la
estrategia de bala magica o el procedimiento de captacién de yodo radioactivo.

Se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencion.

La composicién es adecuada para la administracién a pacientes. Ademas del anticuerpo, esta puede comprender
uno o mas excipientes farmacéuticos apropiados tales como disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardadores de la absorcion. La preparacion de
composiciones farmacéuticas y el uso de excipientes son bien conocidos en la técnica. También pueden incluirse
otros compuestos activos. Las composiciones farmacéuticas pueden también incluirse en un envase, paquete o
dosificador junto con instrucciones para su administracion.

Una composicion farmacéutica de la invencién se formula para ser compatible con su via de administracion
deseada. Los procedimientos para realizar la administraciéon son conocidos por los expertos habituales en la materia.
También es posible crear composiciones que puedan administrarse por via topica u ora, o que puedan transmitirse a
través de las membranas mucosas. Por ejemplo, la administracion puede ser intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intracavidad, subcutanea o transdérmica.

Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacion intradérmica o subcutanea tipicamente incluyen al menos
uno de los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como agua, solucién salina, aceites no volatiles,
polietilenglicol, glicerina, propilenglicol, u otro disolvente sintético; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito sddico; agentes quelantes tales
como acido acetilendiaminotetraacético (EDTA); tampones tales como acetato, citrato o fosfato; y agentes de
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases. Dichas preparaciones
pueden incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiple.

Las soluciones o suspensiones utilizadas para administracion intravenosa incluyen un trasportador tal como solucion
salina fisioldgica, agua bacteriostatica, CremophorELT™ (BASF, Parsippany, NJ), etanol o poliol. En todos los casos,
la composicion debe ser estéril y liquida para facilitar su administracion con jeringa. La fluidez adecuada a menudo
puede obtenerse usando lecitina o tensioactivos. La composicion también debe ser estable en las condiciones de
preparacion y conservacion. La prevencion de microorganismos puede realizarse con agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, etc. En muchos casos, en la
composicion pueden incluirse agente isotdnicos (azucar), polialcoholes (manitol y sorbitol) o cloruro de sodio. La
absorcion prolongada de la composicion puede realizarse afiadiendo un agente que retrase la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las composiciones orales incluyen un diluyente inerte o un transportador comestible. La composiciéon puede incluirse
en gelatina o comprimirse en comprimidos. Con la finalidad de una administracién oral, los anticuerpos pueden
incorporarse, por ejemplo, con excipientes y prepararse como comprimidos o capsulas. La composicion oral también
puede contener, por ejemplo, un aglutinante, un excipiente, un lubricante y saporiferos.
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Las composiciones también pueden administrarse mediante una via transmucosa o transdérmica. Por ejemplo, los
anticuerpos que comprenden una parte Fc pueden atravesar membranas mucosas en el intestino, boca o pulmones
(mediante receptores de Fc). La administracion transmucosa puede realizarse utilizando pastillas para chupar,
pulverizaciones nasales, inhaladores o supositorios. La administracion transdérmica también puede realizarse
utilizando una composicién que contenga pomadas, balsamos, geles o cremas conocidos en la técnica. Para la
administracion transmucosa o transdérmica, pueden utilizarse penetrantes apropiados para atravesar la barrera.

Para la administracion por inhalacion, los anticuerpos se administran en un pulverizador en aerosol desde un envase
o dosificador presurizado, que contiene un propulsor (por ejemplo, liquido o gas) o un nebulizador.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencidon se preparan con transportadores para
proteger a los anticuerpos contra la eliminacion rapida del organismo. A menudo se utilizan polimeros
biodegradables (por ejemplo, etilenvinilacetato, polianhidridos, acido poliglucélico, colageno, poliortoésteres, acido
polilactico).

Los expertos en la materia conocen procedimientos para la preparacion de dichas composiciones farmacéuticas.

Los anticuerpos o composiciones de acuerdo con la invencién pueden administrarse en cantidades terapéuticamente
eficaces, determinadas, basandose, por ejemplo, en el peso, sexo, edad y afeccidon médica del paciente. Los
anticuerpos o composiciones pueden administrarse en una sola dosis, como un bolo 0 como una terapia continua.

La expresion “cantidad eficaz” se refiere a una dosificacion o cantidad que es suficiente para estimular la actividad
del TSHR para producir hormona tiroidea o para estimular la captacion de yodo.

Como se utiliza en este documento, los términos “sujeto” y “paciente” pretenden incluir animales humanos y no
humanos. Como sujetos puede incluirse un paciente humano que tiene un cancer tiroideo o una metastasis de
cancer tiroideo.

La expresion “animales no humanos” de la invencion incluye todos los vertebrados, tales como primates no
humanos, cabras, perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

Adicionalmente, se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencién para su uso en terapia.

En particular, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo de acuerdo con la invencién, en la preparacion de un
medicamento para el diagnéstico o tratamiento del cancer.

El término cancer se refiere especialmente a canceres de la glandula tiroidea y a metastasis de dichos canceres.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion también pueden utilizarse en ensayos, tales como ensayos de
competencia para determinar la presencia de anticuerpos anti-TSHR. Se proporciona un kit para analizar la
presencia de anticuerpos anti-TSHR en una muestra, que comprende un soporte en el que las moléculas de TSHR
se unen y se marcan anticuerpos de acuerdo con la invencion.

También se proporciona un procedimiento para analizar la presencia de anticuerpos anti-TSHR, que comprende:

a) proporcionar un soporte al cual se unan los TSHR;

b) aplicar al soporte los anticuerpos marcados de acuerdo con la invencion;
c) aplicar al soporte una muestra de ensayo; y

d) analizar el desplazamiento de los anticuerpos.

En este procedimiento, los anticuerpos marcados se unen a los TSHR y la cantidad de anticuerpos unidos puede
medirse. Si hay anticuerpos anti-TSHR en la muestra de ensayo, éstos competiran con los anticuerpos marcados
para unirse a los TSHR. La cantidad de anticuerpos anti-TSHR en la muestra puede analizarse midiendo la
diferencia en cantidad de anticuerpos marcados unidos antes y después de la aplicacion de la muestra. En la técnica
se conocen ensayos de competencia de esta naturaleza y los expertos en la materia pueden utilizar técnicas y
aparatos de soporte apropiados. Un anticuerpo marcado es un anticuerpo al cual se ha unido un marcador
detectable. Los marcadores adecuados son bien conocidos en la técnica y anteriormente se han comentado
ejemplos.

Es util poder detectar anticuerpos anti-TSHR en una muestra para diagnosticar, por ejemplo, la enfermedad Grave o
e hipotiroidismo en un paciente. El procedimiento proporcionado anteriormente podria utilizarse como procedimiento
de diagnéstico, en el que en la muestra de ensayo es una muestra de suero extraida del paciente.

A continuacion se describira la invencion con detalle, unicamente a modo de ejemplo, con referencia a las figuras:

Figura 1
Curvas de respuesta a la dosis de actividades de anticuerpos estimulantes del tiroides (TSAbs) de IgG de KSAb1 y

KSAb2 y fragmentos Fab ensayados por bioensayo en células CHO transfectadas de modo estable con el TSHR
humano. Se afadieron diversas concentraciones de IgG de KSAb1 (m-m) y fragmentos Fab (m------m) e IgG de KSAb2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2482 145713

(A-A)y fragmentos Fab (A-.-.-.A) (en ng/ml) a células CHO transfectadas de modo estable con TSHR humano en
(A) tampdn HBSS isotonico sin sal que contenia sacarosa y HEPES o (B) tampon HBSS isotdnico fisiolégico que
contenia NaCl y el AMPc estimulado medido (en pmol/ml) como se describe en Materiales y Procedimientos. Las
respuestas del AMPc de una dosis sub-saturante de bTSH en el medio isoténico sin sal y fisiolégico fueron 164 y
157 pmol/ml respectivamente. Los resultados mostrados son representativos de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado.

Figura 2

Actividad bloqueante de anticuerpos estimulantes del tiroides (TSBAbs) de IgG de KSAb1 (1) y KSAb2 (m) medida
en células JPO9 utilizando una concentracion sub-saturante de bTSH 40 uU. La actividad TSBADb, expresada como
% de inhibicion de AMPc inducido por TSH, se calcul6 como se describe en Materiales y Procedimientos. Se
examinaron diferentes concentraciones de IgG de KSAb1 y KSAb2 para garantizar que la actividad bloqueante no
era dependiente de la concentracion del anticuerpo. Los resultados mostrados son representativos de al menos dos
experimentos independientes realizados por triplicado.

Figura 3
Curvas de respuesta a la dosis de la actividad de inmunoglobulinas que inhiben la unién a TSH (TBIl) de IgG de

KSAb1 (m-m) y fragmentos Fab (m------m) e IgG de KSAb2 (A-A) y fragmentos Fab (A-.-.-.A) utilizando kits TRAK
(DYNOtest human). Para el ensayo se afiadieron diferentes concentraciones de IgG o fragmentos Fab (ng/ml)
diluidas en suero humano normal a los tubos revestidos con TSHR humano. Los resultados mostrados son
representativos de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Figura 4
Medicion de la afinidad (Kd) de los anticuerpos de (A) IgG de KSAb1 y (B) de KSAB2 por experimentos de union

saturante utilizando tubos revestidos con TSHR humano del kit TRAK (DYNOtest human) como fuente de receptor
inmovilizado y mab marcado con 129 (aproximadamente 2,5 puCi/ml) sin o con concentraciones crecientes de IgG no
marcada. Los valores de CI50 y Kd se calcularon utilizando Excel. La afinidad de los anticuerpos se expresé como
valores de Kd reciprocos (I/mol). La unidon no especifica utilizando un mab de IgG irrelevante (GAD1) fue < 5 %.
Todas las determinaciones se realizaron en muestras por duplicado.

Figura 5
Estudlos de competicion utilizando 1IgG de KSAb1 o fragmentos Fab e IgG de KSAb2 o fragmentos Fab marcados

con '®I con (A) suero de pacientes (B) entre IgG de KSAb1 y KSAb2 y (C) entre fragmentos Fab de KSAb1 y KSAb2
por la union al TSHR humano inmovilizado. Se utilizé suero de pacientes con enfermedad de Grave (n = 6) y de
pacientes con hipotiroidismo con altos niveles de TSBAbs (n = 6). Como control se utilizé suero humano normal (n =
4) de |nd|V|duos sin historial familiar de enfermedad autoinmunitaria. Los resultados se expresan como unién de IgG
con . Los resultados muestran el amplio espectro de actividad inhibidora de todos los sueros de los pacientes con
enfermedad de Grave y de pacientes con hipotiroidismo TSBAb positivo con IgG de KSAb1 o KSAb2 marcada con

Bl lo que confirma que los anticuerpos monoclonales se unen a epitopos autorreactivos similares en el TSHR con
respecto a los reconocidos por los sueros de los pacientes. El suero normal de control produjo una inhibicion
insignificante (<15 %).

Figura 6
Niveles de tirosina (TT4) en suero a diversos momentos en ratones hembra BALB/c después de transferencia pasiva

de (A) IgG de KSAb1 (m-m) y (B) IgG de KSADb2 (A-A) por inyeccion intravenosa. Los valores de TT4 (ug/ml) en
ratones individuales de cada grupo (n = 3) se muestran en el momento 0 (antes de la inyeccion del mab), a las 7, 26
y 70 horas. El resultado de la administracion de IgG de KSAb2 por inyeccion intraperitoneal se muestra en (C).
También se muestran ratones control tratados con IgG irrelevante (mab GAD1) (_ _ ). **p<0,01.

Figura 7
Histologia de glandulas tiroideas de ratones después de transferencia pasiva de IgG de KSAb1 o KSAb2 para inducir

la enfermedad hipertiroidea. Panel A, tiroides de ratones control tratados con GAD1; paneles B y C, IgG de KSAb1 a
dosis de 10 y 100 pg respectivamente; Panel D, vision detallada de foliculos colapsados del panel B; Paneles E y F,
IgG de KSAb2 a dosis de 10 y 100 pg respectivamente. Aumento x60. Células epiteliales apoptoticas dentro del
coloide (—) y foliculos sin coloide mostraron recubrimiento de células epiteliales de células columnares y cuboidales
con multicapa (---»).

Las Figuras 8 a 73 muestran secuencias de anticuerpos que son ejemplos de la invencion. Las figuras muestran
diversos fragmentos de dos anticuerpos. En la tabla 2 se define el fragmento al cual se refiere cada figura.

Figura 74
Electroforesis en gel de Poliacrilamida-SDS de preparaciones rFab purificadas en condiciones reductoras. El

fragmento de la cadena H del rFab se marca con una flecha. M = marcadores patrén de peso molecular.

Figura 75
Actividades de inhibicion de la union de TSH de las IgG de KSAb1 y KSAb2 (marcadas como IgG9 e IgG17

respectivamente) y de fragmentos rFab purificados (marcados como Fab 9 y Fab 17 respectivamente) ensayadas en
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ensayo TRAK.

Figura 76
Actividades de anticuerpos estimulantes del tiroides de las IgG de KSAb1 y KSAb2 (marcadas como IgG9 e IgG17

respectivamente) y de fragmentos rFab purificados (marcados como Fab 9 y Fab 17 respectivamente) ensayadas en
tampdn HBSS isoténico que contiene sacarosa.

Figura 77
Actividades de inhibicién de la unién a TSH de las IgG de KSAb1 y KSAb2 (marcadas como IgG9 e IgG17

respectivamente), de fragmentos rFab purificados (marcados como Fab 9 y Fab 17 respectivamente) y de
intercambios de cadena L de los fragmentos rFab (marcados como Fab 9.1-17L y Fab 17.4-9L respectivamente)
ensayadas en ensayo TRAK.

Figura 78
Actividades de anticuerpos estimulantes del tiroides de las IgG de KSAb1 y KSAb2 (marcadas como IgG9 e IgG17

respectivamente), de fragmentos rFab purificados (marcados como Fab 9 y Fab 17 respectivamente) y de
intercambios de cadena L de los fragmentos rFab (marcados como Fab 9.1-17L y Fab 17.4-9L respectivamente)
ensayadas en tampon HBSS isotdnico que contenia sacarosa.

Figura 79
Alineamiento de las secuencias de genes de VH y VL de anticuerpos estimulantes de tiroides con la familia de genes

de la regién V murina correspondiente.

Ejemplos

Materiales y Procedimientos

Medicion de anticuerpos contra TSHR y ensayos de la funcion tiroidea

Dependiendo de las muestras a analizar, los anticuerpos contra TSHR se midieron utilizando dos tipos de ensayos
de inhibicion diferentes de la unién a TSH (kits TRAK RIA porcino y TRAK Il [DYNOtest human]) (BRAHMAS GmbH,
Alemania) que requerian 50 pul y 100 pl de suero limpio respectivamente, esencialmente de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (1). Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la union de 'I-TSH.
Las actividades de TSAb y TSBAb se midieron por bioensayo utilizando células CHO transfectadas de modo estable
con TSHR humano, 24 h después de sembrar 30.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano (1, 2).
Antes del ensayo, el medio se reemplazé con solucién tamponada de Hank isoténica sin cloruro de sodio (HBSS)
que contenia sacarosa y complementada con HEPES con isobutil-1-metilxantina (IBMX, Sigma-Aldrich) 0,5 mM para
inhibir la actividad fosfodiestereasa (1,2). También se realizaron ensayos en HBSS fisiolégica que contenia cloruro
de sodio, donde la sacarosa se reemplazé con NaCl 130 mM. A cada pocillo se afiadié por triplicado TSH bovina
(bTSH, Sigma-Aldrich) (40 uU/ml), suero de ensayo (3 pl) o IgG purificada diluida en el medio HBSS apropiado y se
incubd durante 4 h a 37 °C. El AMPc liberado en el medio se midié por RIA (R&D Systems) y los resultados se
expresaron como pmoles/ml o estimulacion sobre el valor basal obtenido con el medio, como se describe (2). Los
TSBADb se detectaron de manera similar afiadiendo una dosis sub-saturante de bTSH (40 pU/ml) con la muestra de
ensayo o suero control y midiendo la reduccion en la estimulacion de AMPc mediada por TSH, como se describe
previamente (2). En nuestro laboratorio, los coeficientes de variacion inter e intra-ensayo para los TSAbs se habian
medido como < 16 % y < 14 % y para los TSBAbs fueron < 24 % y 11 % respectivamente (2). Se determind la
hormona tiroidea total (TT4) por RIA con 25 pl de suero (D S Labs, RU), utilizando suero de cuatro animales BALB/c
normales para la determinacion de valores basales.

Adenovirus recombinantes

Se construyeron adenovirus recombinantes que expresaban el holoreceptor TSHR humano (TSHR-Ad) utilizando el
sistema Vector Adenoviral AdEasy (Quantum Biotechnologies). En resumen, el ADNc del TSHR (26) se escindio de
pBluescript [ISK por digestion con Kpnl y Notl y se ligé en el vector de transferencia de adenovirus (pShuttleCMV)
(Quantum Biotechnologies). Después de la linealizacion del vector pShuttleCMV/hTSHR CMV con Pmel y
tratamiento con fosfatasa alcalina, el ADN lineal se cotransformd por electroporaciéon en E coli BJ5183
electrocomponente junto con plasmido super enrollado que contenia ADN viral, pAdEasy-1. Los recombinantes se
seleccionaron en kanamicina, se extrajeron y se sometieron a digestion con Pacl para exponer los ITR y finalmente
se transfectaron en células HEK293A para generar particulas virales. Se utilizaron adenovirus que contenian la
subunidad A del TSHR humano (aminoacidos 1 a 289) (denominada subunidad A-Ad). Los adenovirus que
expresaban p-galactosidasa se utilizaron como control y se prepararon utilizando el sistema AdEasy. Todas las
construcciones de virus se propagaron en células HEK293 y se purificaron dos veces sobre centrifugacion en
gradiente de CsCI (3, 4), se dializaron frente a PBS y la concentracion viral se determiné por absorbancia éptica a
280 nm. Los adenovirus purificados se dividieron en alicuotas y se conservaron a -80 °C.

Inmunizacion y seleccion de animales para hibridomas

Todos los ratones se obtuvieron en Harlan RU Ltd.
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Se construyeron adenovirus recombinantes que expresaban el holoreceptor del TSHR humano (TSHR-Ad) utilizando
el sistema Vector Adenoviral AdEasy (Quantum Biotechnologies). En resumen, el ADNc del TSHR (1) se escindié de
pBluescript [ISK por digestion con Kpnl y Notl y se ligé en el vector de transferencia de adenovirus (pShuttleCMV)
(Quantum Biotechnologies). Después de la linealizacion del vector pShuttleCMV/hTSHR CMV con Pmel y
tratamiento con fosfatasa alcalina, el ADN lineal se cotransformé por electroporaciéon en E coli BJ5183
electrocompetente junto con plasmido super enrollado que contenia ADN viral, pAdEasy-1. Los recombinantes se
seleccionaron en kanamicina, se extrajeron y se sometieron a digestion con Pacl para exponer los ITR y finalmente
se transfectaron en células HEK293A para generar particulas virales. Se utilizaron adenovirus que contenian la
subunidad A del TSHR humano (aminoacidos 1 a 289) (denomlnada subunidad A- Ad) (3, 4). Para las inyecciones de
la subunidad A-Ad, se utilizd un protocolo de inmunizaciéon de dosis bajas de 10° particulas (4). Se inmunizaron
ratones BALB/c hembra (16 animales, de 7-8 semanas de vida) como se describe y se les extrajo sangre una
semana y tres semanas después de la segunda inyeccion y se evaluaron individualmente con respecto a la actividad
TSAb. Los animales con actividad TSAb constantemente elevada recibieron una tercera inyeccion de la subunidad
A-Ad. Una semana mas tarde, esto realizé después por una inyeccion intraperitoneal de refuerzo de células CHO
que expresaban el ectodominio del TSHR mediante un anclaje a GPI (2x10° células en PBS 500 pl) (5). Los
animales se sacrificaron tres dias después y los bazos se extirparon asépticamente para la produccion de
hibridomas, seguido de extraccion de sangre por puncion cardiaca de suero y escision de glandulas tiroideas para
realizar analisis histolégico. Todos los experimentos con animales se realizaron con la aprobacion de la Home Office
Regulations (Reino Unido) y del King’s College London, con plena atencion de cuidados veterinarios.

Exploracion de hibridomas y clonacién

Suspensiones de esplenocitos se fusionaron con células de mieloma X63-Ag8653 a una proporcion de 5:1 utilizando
medio de fusidon de PEG para la produccion de hibridomas (solucién al 50 %, Immune Systems Ltd, RU) en medio
RPMI que contenia FCS al 20 %, piruvato sddico 2 mM, L-glutamina 2 mM y PSF al 0,01 % (todo de Invitrogen, RU)
y se sembraron en placas de 96 pocillos. Los hibridomas se seleccionaron con hipoxantina, aminopterina y timidina
(medio HAT, Invitrogen) y medio HT (Immune Systems Ltd). La actividad de TBIl de los sobrenadantes (100 pl) de
los pocillos que mostraban crecimiento se sometié a ensayo utilizando el kit TRAK 1l (DYNOtest human). Los pocillos
positivos se expandieron y se subclonaron dos veces a 0,3 células/pocillo en medio complementado con
complemento alimentador de Hibridoma del 10 al 20 %, Doma Drive (Immune Systems Ltd). Los hibridomas se
isotipificaron utilizando el kit de isotipificacion Monoclonal de Raton (Serotec, RU). La IgG se purificd de los
sobrenadantes del cultivo tisular por cromatografia con proteina-A Sepharose (6), la pureza se evalud por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se cuantifico por ensayo de proteinas de Bradford.

Preparacion de fragmentos Fab

Los fragmentos Fab se prepararon a partir de IgG por digestion con papaina (Sigma-Aldrich), utilizando 1gG 2,5 mg,
cisteina 1 M (25 pl), EDTA 20 mM (25 wl) y 1 mg/ml de papaina en tampon acetato (5 ul) y se incubaron durante una
noche a 37 °C. (6). Después de la adicion de yodoacetamida 100 mM (110 pl) para finalizar la reaccion, la digestion
se mezclo con proteina-A Sepharose durante 1 h a 4 °C. Después de una breve etapa de centrifugacion con
microcentrifuga, el sobrenadante se recogié y se dializé durante una noche frente a PBS. La pureza de los
fragmentos Fab se examind por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y la reactividad TSHR se confirmé
evaluando la actividad de TBII.

Yodacion de IgG y fragmentos Fab y estudios de desplazamiento.

En 10 pl de PBS se marcaron 0,25 nM de IgG o fragmentos Fab de KSAb1 o KSAb2 con 5 pl de "#°I-Na utilizando
tubos revestidos con yodogen incubando durante 10 min a temperatura ambiente. El isotipo libre se elimind por
filtracion en gel en columnas de Sepharose G25 y se calculd la actividad especifica (7). La afinidad de los
anticuerpos se midié por anaI|S|s de unién de saturacion. En resumen, diferentes concentraciones de IgG de KSAb1
0 KSAb2 marcada con '*°| se afiadieron por duplicado a tubos revestidos con TSHR humano (del kit TRAK Il
[DYNOtest human]), se resuspendié en tampon de unién del kit en un volumen final de 200 pl y se incub6 durante
una noche en una sala enfrlada hasta alcanzar el equilibrio. Después de lavar los tubos 3 veces en tampoén de
lavado del kit, la unién '%I- -IgG se midié contando la radioactividad en un contador gamma (DPC Laboratories, RU)
La unién no especifica se restd y los valores Kd se calcularon a una saturacion al 50 % utilizando programacién
Excel. Los resultados de afinidad se expresaron como valores Kd reciprocos (I/mol).

Se realizaron estudios de competencia de manera similar a los anteriores. Diferentes concentraciones de IgG o
fragmentos Fab no marcados se resuspendieron en tampén de union (del kit TRAK Il [DYNOtest human]) en un
volumen final de 200 pl y se afiadieron a tubos del kit revestidos con TSHR humano. Después de 2 h de incubacion
con agitacion a temperatura ambiente, los tubos se lavaron dos veces con tampon de lavado del kit. Se aiadio una
concentracion sub-saturante de 1gG de KSAb1 o KSAb2 marcada con '#l, la incubacién continué durante 1 h y los
tubos se lavaron y el recuento se realizé en un contador gamma. Para la competencia con los sueros de pacientes
con enfermedad de Grave, se afadieron 100 pl de suero a los tubos revestidos con TSHR como se ha descrito
anteriormente. La inhibicion de la unién de la IgG de KSAb1 o KSAb2 marcada con '?| se determino y se expreso
como porcentaje de inhibicion.
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Inyeccion de IgG de KSAb1 y KSAb2 para la estimulacion in vivo de la glandula tiroidea

La inyeccién de diferentes dosis de IgG de KSAb1 o KSAb2 purificada se realizé6 por via intravenosa e
intraperitoneal. Ratones hembra BALB/c (18 animales, de 7-8 semanas de vida) se trataron con una sola inyeccion
intravenosa en la vena de la cola de IgG de KSAb1 o KSAb2 en PBS estéril (50 pl) que contenia anticuerpo 10 pug o
100 pg (3 ratones por grupo). Otro grupo de ratones se traté con una sola inyeccion intraperitoneal de IgG de KSAb2
en PBS esteéril (100 ng). Para controles, los animales recibieron una inyeccion intravenosa con el mismo isotipo, mab
de IgG 100 ng especifico para el antigeno de células de islotes, acido glutamico descarboxilasa (mab GAD-1). A
todos los animales se les extrajo sangre a las 7, 28 y 70 post inyeccion y se determinaron los niveles de TT4 en
suero. Los ratones se sacrificaron a las 70 h y las glandulas tiroideas se extirparon para analisis histologico.

Histologia del tiroides

Las glandulas tiroideas se fijaron y se procesaron en formalina. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina
para analisis morfolégico. Para la deteccion de linfocitos B y T se realizd inmunohistoquimica en las secciones
fijadas de tiroides con anti-CD20 de ratén seguido por deteccion con el kit anti-cabra de ImmunoCruz (Santa Cruz
Biotehcnology), los mab de rata anti-CD4 y CD8 de ratén seguido de deteccion con anticuerpo anti-rata marcado con
biotina (Vector Laboratories, RU) y un conjugado de estreptavidina-biotina con peroxidasa (Dako, Dinamarca). La
recuperacion de los antigenos se realizé antes de tefir por coccién a presion a un pH 6,0 para los anticuerpos CD20
y CD8, y a un pH 9,0 para el anticuerpo CD4.

Resultados

Se inmunizaron ratones BALB/c se inmunizaron con adenovirus recombinantes que expresaban el holoreceptor del
TSHR (TSHR-Ad) y la subunidad A del TSHR (subunidad A-Ad) para inducir la enfermedad hipertiroidea de Graves.
Se realiz6é una valoracion inicial de anticuerpos anti-TSHR para los TSAb en extracciones de sangre de muestras
individuales de todos los animales.

Una semana después de la segunda inyeccion, nueve animales fueron positivos (56 %) para actividad TSAb, que
variaba de 3,1 a 92,6 veces de actividad aumentada sobre los niveles basales (Tabla 1). Once animales (68 %)
mostraron elevacion significativa de niveles de TT4 en suero y por tanto eran hipertiroideos (Tabla 1). Estos
resultados coinciden por completo con los de Chen y colegas (4). Un animal de este grupo con los niveles TSAb
estables mas elevados se selecciond para la produccion de hibridomas y se reforzé con una tercera inyeccion de la
subunidad A-Ad, seguido de una inyeccion intraperitoneal de células CHO que expresaban altos niveles del
ectodominio del TSHR humano unido por el anclaje de glucosilfosfatidilinositol a la superficie de las células de la
membrana plasmatica una semana después, para expandir la poblacion de linfocitos B esplénicos que segregaban
anticuerpos. El suero de los animales seleccionados durante el sacrificio mostraron que eran hipertiroideos con
valores de TT4 elevados (134 ug/ml, ratones control BALB/c 56,25 +/- 8,26 ug/ml), asi como que eran altamente
positivos a actividad TBII con una inhibiciéon de la unién a 2% TSH del 87 %.

Anticuerpos monoclonales

Se recogieron sobrenadantes de cultivo (100 pl) de pocillos confluentes al 70-80 % y la actividad TBIl se analizé
cuidadosamente utilizando los kits TRAK |l [DYNOtest human). Se exploré un total de 250 pocillos, dando como
resultado 3 pocillos positivos (pocillo 9, inhibicion del 98 %; pocillo 17, del 96 % y pocillo 233, del 80 %). Después de
la expansion, la actividad TBIl de la linea celular primaria del pocillo 233 disminuy6 rapidamente. Las dos lineas
restantes se clonaron dos veces a 0,3 células por pocillo y se renombraron como KSAb1 y KSAb2, que habian
estado en cultivo continuo durante >7 meses. Los subtipos de cadena H y L para KSAb1 y KSAb2 mostraron que
eran IgG2b/k e IgG2a/k respectivamente.

Actividad estimuladora tiroidea de los mabs

Tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 estimuld la produccion de AMPc en células CHO transfectadas de modo
estable con TSHR humano. Se realizaron estudios de respuesta a la dosis inicial en medio que contenia sacarosa
sin NaCl utilizado habitualmente por su alta sensibilidad para detectar los TSAb (8). Como se muestra en la Figura
1A, en los estudios de respuesta a la dosis tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 mostré curvas sigmoideas tipicas
estimulando TSHR hasta alcanzar > 98 % de la respuesta conseguida con una dosis sub-saturante de bTSH. Sin
embargo, aunque ambos mabs muestran actividad completamente agonista consiguiendo respuestas estimuladoras
de AMPc casi maximas, mostraron diferencias en sus respuestas estimuladoras del AMPc a dosis mas bajas de IgG.
Por tanto, la KSAb1 y KSAb2 en conjunto mostraron estimulacion maxima de 199 y 183 veces sobre el valor basal,
con una estimulacion de 3 veces obtenida a 1,2 ng/ml y 2,2 ng/ml de I1gG respectivamente (Figura 1A). Se determind
que los valores de CE50 para la IgG de KSAb1 y de KSAb2 eran de 9,4 ng/ml y 93 ng/ml respectivamente (Figura
1A). Los fragmentos Fab de KSAb1 y KSAb2 también dieron respuestas TSAb similares a las de la IgG parental
intacta (Figura 1A) y por lo tanto también se comportaron como agonistas completos para el TSHR.

También se realizaron estudios de respuesta a la dosis en concentraciones salinas fisioldgicas, aunque estas
condiciones de ensayo demuestran sensibilidad reducida en comparacion con el uso de tampén HBSS isotdnico que
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contiene sacarosa sin sal (8). La respuesta a la dosis para la produccion de AMPc inducida por TSH no se alterd
significativamente en el tampdn que contenia NaCl, dando una estimulacion maxima con 40 pU/ml (no mostrada).
Cabe destacar que, tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 continué mostrando actividad agonista completa con
respuestas estimuladoras maximas de AMPc que alcanzaban > 98 % de la respuesta obtenida con dosis sub-
saturantes de bTSH (Figura 1B). Se observaron curvas sigmoideas tipicas de respuesta a la dosis, que de nuevo a
dosis mas bajas, mostraron diferencias en la actividad estimuladora del AMPc de la IgG de KSAb1 y KSAb2 (Figura
1B). En condiciones salinas fisiolégicas, KSAb1 y KSAb2 continuaron siendo activas a concentraciones de <1 ng/ml
y 3 ng/ml respectivamente. Las IgG mostraron valores CEsy en el intervalo de nM de 16,5 ng/ml y 100 ng/ml
respectivamente (Figura 1B). Ademas, los fragmentos Fab de KSAb1 y KSAb2 también mostraron eficacias de
estimulacion del AMPc similares (Figura 1B).

Bloqueo de la actividad de la estimulacién mediada por TSH (TSBAb)

La capacidad de la IgG de KSAb1 y de KSAb2 para bloquear la estimulacion del AMPc mediada por TSH en células
JP09 se midié en un ensayo de bloqueo de estimulaciéon mediado por TSH. En el ensayo se examinaron diferentes
concentraciones de IgG para garantizar que la actividad bloqueante no dependia de la concentracion de anticuerpos.
Mientras que la IgG de KSAb1 mostré actividad TSBAD insignificante, la IgG de KSAB2 mostré una actividad TSBAb
reproducible > 20 % en todas las concentraciones de anticuerpos ensayadas (<30 ng/pocillo) equivalente a 240
ng/ml, que estaba por debajo de la concentracion sub-saturante de la actividad agonista para KSAb2. Por
consiguiente, KSAb2 actua con débil antagonismo contra la estimulacion del AMPc mediada por TSH (Figura 2).
Cabe destacar que, por ELISA, ni la IgG de KSAB1 ni la de KSAb2 demuestra reactividad con ningin péptido
especifico en un conjunto completo de péptidos sintéticos de ectodominio TSHR (2), dando pruebas convincentes
sobre el reconocimiento de epitopos conformacionales sobre el receptor (no mostrado).

Inmunoglobulina de inhibicion de la union a TSH (TBII)

En ensayos TBII utilizando kits TRAK Il [DYNOtest human], los analisis de respuesta a la dosis de la IgG de KSAb1
y KSAb2 mostraron que concentraciones de 3,3 ng/ml y 10 ng/ml eran suficientes para dar una inhibicion del 50 %
de actividad de unién a '"°I-TSH (Figura 3). Ademas, para los dos mabs, se consiguid una inhibicion del 20 % a
concentraciones de 0,7-4,4 ng/ml, mientras que 100 ng/ml fueron suficiente para dar una inhibicion del 95 % (Figura
3). Los fragmentos Fab dieron actividad TBII similar a la de la IgG parental, intacta (Figura 3).

Estudios de competencia con KSAb1 y KSAb2

Para los analisis de union de saturacion utilizando tubos revestidos con TSHR humano (de kits TRAK Il [DYNOtest
human], tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 marcada con 125 se unian al receptor con alta afinidad, con valores
Kd de 4,5 x 10" I/mol y 6,25 x 10" I/mol respectivamente (Figura 4). Las IgG y los fragmentos Fab de los mabs
marcados se utilizaron después como rastreadores en estudios de competencia para estudiar los epitopos sobre el
receptor. Se investigo si la IgG de KSAb1 y de KSAb2 marcadas desplazaba autoanticuerpos heterogéneos contra
TSHR de pacientes con enfermedad de Grave. El suero de individuos normales, sin historial familiar de
autoinmunidad se utilizd como control. Como se muestra en la Figura 5A, los sueros de pacientes con enfermedad
de Grave inhibieron la unién de KSAb1 o KSAb2 con el receptor inmovilizado. Ademas, aunque diferentes sueros
competian a un grado similar tanto con la IgG de KSAb1 como con la de KSAb2 marcada, la actividad inhibidora en
sus sueros vario, indicando la naturaleza heterogénea de los autoanticuerpos anti-TSHR en suero de diferentes
pacientes (Figura 5A). Para investigar los determinantes autoinmunitarios sobre el TSHR presente en otras
condiciones, se evaluaron sueros con una fuerte actividad bloqueante de pacientes con hipotiroidismo
autoinmunitario que también competian en la unién con el receptor con las IgG de KSAb1 o KSAb2 marcadas
(Figura 5A). Finalmente, utilizando concentraciones subsaturantes de 125I-IgG en tubos revestidos con TSHR
humano, tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 competian entre si mostrando que sus epitopos se solapaban en el
TSHR (Figura 5B). Ademas, fragmentos Fab de KSAb1 y KSAb2 también competian entre si, indicando la estrecha
asociacion de sus determinantes sobre el TSHR (Figura 5C).

También se realizaron estudios de desplazamiento utilizando las IgG de KSAb1 y KSAb2 marcadas como
rastreadores con otro panel de mabs de IgG anti-TSHR que son especificos para determinantes lineales sobre el
receptor y que muestran actividad estimuladora de tiroides insignificante (9). Ninguna IgG de KSAb1 o de KSAb2
mostré ninguna competicion con los mabs A10, A9 y A7 que son especificos para restos localizados en las regiones
amino central y carboxi-terminal del receptor respectivamente (9) (no mostrado). Por tanto, los epitopos
estimuladores sobre el TSHR son diferentes de los epitopos lineales reconocidos por este panel de mabs anti-
TSHR.

Estudios de transferencia pasiva en IgG de KSAb1 y de KSAb2

Se evalud el efecto de la inyeccion in vivo de la IgG de KSAb1 y de KSAb2 en ratones sin tratar en términos de
inducir el hipertiroidismo. Se esperaba que KSAb1 y KSAb2 reaccionaran en cruzado con el TSHR de ratén dado
que los dos mab procedian de un ratén que era significativamente hipertiroideo. Por via iv se inyectaron dos dosis de
IgG de 10 g y 100 pg de cada mab en los ratones y se determind la hipertiroxinemia inducida a diferentes momentos.
Como control, se utilizé6 un mab GAD1 de igual isotipo que un antigeno de las células de los islotes pancreaticos.
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Los resultados en la Figura 6 muestran que tanto la IgG de KSAb1 como de KSAb2 son patégenas, con una dosis
de 10 pg o 100 pg de KSAb1 y 100 ng de KSAb2 dando como resultado una rapida respuesta estimuladora tiroidea
caracterizada por hipertiroxinemia a las 7 h de la administracion. Los niveles de tirosina en suero regresaron a la
linea basal a las 70 h. La inyeccion de KSAb2 a una dosis de 10 ug demostré una respuesta mas retardada en la
elevacion de los niveles de TT4, con un maximo a las 28 h (Figura 6). También se examino el efecto de la inyeccion
intraperitoneal de la IgG de KSAb2, que era similar a la estimulacion mediada por la administracion intravenosa
(Figura 6). Estos resultados también confirman reactividad cruzada de KSAb1 y KSAb2 contra TSHR de raton.

El analisis histoldgico de las glandulas tiroideas de ratones tratados con KSAb1 y KSAb2 mostré cambios tanto
epiteliales como foliculares en comparacion con las glandulas de los animales tratados con el mab de control (Figura
7, paneles A-F). A diferencia de la glandula tiroidea de los animales tratados con mab GAD1 control (Figura 7, panel
A), los foliculos tiroideos de los ratones tratados con IgG de KSAb1 y de KSAb2 eran de tamafo y forma variable,
con areas focales que presentaban pérdida total de coloide luminal asociada con colapso de lumen folicular; en otras
areas, el coloide aparece palido, fino y también finamente vacuolado (Figura 7, panel B-E). Ademas, los foliculos que
contienen el coloide palido se recubrieron con células epiteliales aplanadas y atenuadas, mientras que los foliculos
sin coloide mostraron recubrimiento de células epiteliales de células columnares y cuboidales con multicapa (flechas
discontinuas en la Figura 7). Ademas, se encontraron células necréticas individuales que estaban presentes dentro
del coloide luminal y también dentro del epitelio de recubrimiento folicular con nucleos picnéticos (mostrado en la
Figura 7, panel F). Finalmente, andlisis histologicos de las secciones H&E revelaron infiltrado celular no
mononuclear en las glandulas de los animales tratados con IgG de KSAb1 y de KSAb2, independientemente de la
dosis o de la via de administracion (Figura 7, panel B-F). Esto se verificd después por tinciéon inmunohistoquimica de
las glandulas tiroideas, mediante la cual la tincion con anticuerpos contra CD4, CD8 y CD20 de ratén no identificd
ningun infiltrado de linfocitos B o T (no mostrado).

Comparacion de fragmentos con anticuerpos

Los fragmentos de la region variable de cadena pesada y ligera, cuyas secuencias se muestran en la Figura 79, se
expresaron como fragmentos rFab en E. coli, se purificaron y se analizaron con respecto a la unién al TSHR
mediante un ensayo de inhibiciéon de unién a TSH y midiendo la acumulacion de AMPc después de la estimulacion
del TSHR. Ambos fragmentos se unian al TSHR. Las diferencias en cuanto a la unién entre los fragmentos y los
anticuerpos pueden deberse a impedimentos estéricos en los fragmentos, resultantes del sistema de expresion
utilizado. En las Figuras 75 y 76 se muestran los resultados de los ensayos.

Los anticuerpos estan clonamente relacionados

La investigacion del desarrollo evolutivo de dos anticuerpos indica que ambos surgen del mismo linfocito B sin tratar
precursor. Los anticuerpos tienen reordenaciones génicas de linea germinal idéntica. En las regiones Vu y V. hay
una gran cantidad de hipermutaciones somaticas. Sin embargo, aunque las regiones Vy tienen claramente un
ancestro comun y tienen una gran cantidad de mutaciones en comun, las regiones V. no tienen dichas secuencias
conservadas. Sin querer quedar ligado a teoria particular alguna, los inventores suponen que la region Vy contribuye
a una funcion predominante en la funcion agonista en los anticuerpos y fragmentos. Para confirmar esto, los autores
de la invencion intercambiaron las cadenas ligeras de los anticuerpos y realizaron ensayos de inhibicion de la unién
a TSH y a AMPc, los resultados de los ensayos se muestran en las Figuras 77 y 78. Los resultados indican que las
regiones Vy son importantes en la funcion determinante.

Analisis

La generacion de mabs con actividad agonista para el TSHR ha sido un objetivo muy buscado por diversos
laboratorios que solo se ha conseguido recientemente (10). El avance en esta consecucion ha sido dependiente del
establecimiento de modelos experimentales viables de hipertiroidismo inducido por anticuerpos. Sin embargo, la
principal excepcion ha sido la consecucion notable de un anticuerpo monoclonal de IgG humana con todas las
propiedades esenciales de un anticuerpo patégeno genuino (11). Entre los diversos mabs estimulantes del tiroides
derivados de modelos experimentales, solo uno mostré actividad agonista completa y fuerzas que coinciden con las
presentes en el trastorno humano (12). Los mabs descritos en este estudio, KSAb1 y KSAb2 se encuentran en esta
categoria de anticuerpos asociados a enfermedades ya que presentan (i) actividad agonista completa para el TSHR
humano (ii) fuerza en cantidades nanogramo de IgG (iii) alta afinidad por el TSHR humano en el intervalo de 10"
I/mol y (iv) patogenicidad in vivo con la induccion de hipertiroidismo.

Los resultados muestran que los epitopos de KSAb1 y KSAb2 en TSHR son probablemente conformacionales en
naturaleza y solapan con determinantes autorreactivos reconocidos por anticuerpos de pacientes. Sus epitopos en el
TSHR son posiblemente cercanos y estan intimamente asociados entre si dado que los fragmentos Fab de KSAb1 y
KSAb2 mas pequefios también compiten por la unién con el receptor. De manera adicional, el descubrimiento de
que estos epitopos también solapan con los determinantes asociados con fuerte antagonismo por la unién de TSH
con el TSHR coincide con estudios previos sobre la estrecha relacién de los epitopos del receptor asociado con la
estimulacion del receptor y antagonismo de TSH (12, 13).
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Los notables aspectos de los estudios con KSAb1 y KSAb2 se basan en la derivacion de dos mabs estimulantes del
tiroides con actividad TSHR agonista completa, lo que permite comparar su comportamiento. KSAb1 y KSAb2 tienen
afinidades comparables y presentan diferencias en cuanto a la generacion de AMPc, particularmente a dosis muy
bajas de TSH.

Los anticuerpos con fuerte actividad TSAb son patégenos y directamente responsables del estado hipertiroideo. El
examen de niveles de tirosina en suero en ratones individuales mostré que en diversos animales eran los niveles
hormonales los que no se correlacionaban con la actividad de TSAb en suero. Esto no era sorprendente ya que
también se reconocia una falta de concordancia tanto en pacientes humanos como en diversos modelos de
enfermedad de Grave inducida (1, 3, 14, 15). Se confirmd, en un estudio profundo, por transferencia pasiva de IgG
de KSAb1 y KSAb2 que estos anticuerpos conducian a un rapido hipertiroidismo en los animales. Ademas, la via de
inyeccion intraperitoneal de KSAb 2 también condujo a niveles elevados de TT4 en suero, cuya cinética era similar a
la de la via intravenosa. Las diferencias en cuanto a fuerza entre KSAb1 y KSAb2 observada a dosis mas bajas en
los experimentos in vitro también eran evidentes en los estudios in vivo. Por tanto, las inyecciones intravenosas a
una dosis mas baja de IgG de KSAb2 de 10 ug mostraron cinética retardada de hipertiroidismo inducido en los
animales, a diferencia del hipertiroidismo inducido con KSAb1 que mostré induccién similar de tirosina en suero
elevada a las dosis de 10 y 100 ug ensayadas. Sin embargo, una vez alcanzados los niveles maximos de tirosina en
suero con cualquiera de las dosis de 10 o 100 ng de cualquiera de la IgG de KSAb1 o KSAb2, los niveles
hormonales disminuyeron con cinética similar hasta alcanzar niveles basales 70 h después de la inyeccion.

Cabe destacar que, los analisis histologicos de las glandulas tiroideas 70 h después de la inyeccién mostraron
cambios morfolégicos que sugieren efectos tanto estimuladores como citotdxicos. Los efectos estimuladores se
caracterizaron por cambios epiteliales proliferativos evidentes por focos de foliculos hiperplasicos con pérdida de
formacion de coloide asociada con formacion de multicapas y colapso luminal. Los efectos citotoxicos estaban
presentes como necrosis celulares individuales dentro del epitelio de recubrimiento y tirocitos agonizantes presentes
en el material coloidal. Estos efectos citotdxicos probablemente medien como un resultado del aumento de la
produccion de hormona tiroidea inducida en la glandula por los TSAb lo que conduce a una acumulacion masiva de
peroxido de hidrogeno en la superficie apical de los foliculos tiroideos (16, 17). No hubo pruebas de un infiltrado
celular mononuclear, tal como el presente en las glandulas de pacientes con enfermedad de Grave. Es posible que
un estudio crénico prolongado de administracién de mab pueda conducir a cambios inflamatorios dentro de la
glandula tiroidea, pero es interesante que en un estudio profundo similar con su fuerte mab de TSADb, el grupo de
Costagliola y colegas (12) describié un infiltrado de células mononucleares en las glandulas de sus ratones
hipertiroideos. Como en su estudio el intervalo de tiempo después de la unica inyeccion del mab de TSAb fue similar
a la del estudio profundo de este informe, esto sugiere que quiza anticuerpos contra diferentes epitopos en el TSHR
puedan vincularse a la reaccion inflamatoria en la glandula tiroidea (12). Otro estudio reciente de Davies y colegas
utilizé un mab de hamster contra TSHR con actividad TSAb mas débil que la descrita en este estudio (18) para
examinar efectos tanto agudos como crénicos de la administracion de mab a ratones (19). Aunque es dificil extraer
correlaciones del mab de hamster con los fuertes mab estimulantes indicados en este documento, es interesante
destacar que la estimulacién créonica no induzca hipertiroxinemia en los animales, pero conduzca a la
desensibilizacion del receptor, asi como a cambios morfolégicos considerables tales como hipertrofia y agotamiento
de coloide en las glandulas tiroideas (19). No obstante, no se describid infiltracion de células mononucleares en las
glandulas tiroideas de los animales después de estimulacion crénica con el mab de hamster (19).

El desarrollo de fuertes mabs estimulantes del tiroides, tales como KSAb1 y KSAb2, abre la via a una diseccion
molecular del TSHR y de los epitopos asociados con enfermedades autoinmunitarias. El mapeo de los epitopos
conformacionales en el TSHR reconocido por KSAb1 y KSAb2 puede realizarse por exploracion de bibliotecas de
péptidos al azar con fagos junto con mutagénesis (20). Esto ayudara a la caracterizacion de los epitopos asociados
con estimulacion tiroidea en el TSHR y sus modos de sefializacion intracelular. Un entendimiento de estos eventos
de sefializacién también puede ser importante para las complicaciones de la enfermedad de Grave tales como TAO
y mixedema pretibial. Finalmente, la generacién de anticuerpos anti-idiotopicos contra KSAb1 y KSAb2, para
identificar clonotipos individuales de especificidades de anticuerpos anti-TSHR presentes en pacientes con
enfermedad de Grave puede permitir realizar estudios en el futuro para correlacionar su respuesta con el tratamiento
y por tanto adaptar terapias adecuadas a pacientes individuales con riesgo de reincidencia.

Tabla 1: Actividades en suero de anticuerpos estimulantes del tiroides y niveles de tirosina en ratones BALB/c
inmunizados con adenovirus que contenian la subunidad A del TSHR, medidos una semana después de la segunda
inmunizacion. Once animales (68 %) fueron hipertiroideos (mostrado en negrita).

Raton AMPc (pmol/ml) (1 semana después de la 22 inmunizacién) | TT4 (ug/ml)
1 3,8 100

2 2,0 66

3 0,8 100
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(continuacion)

Raton AMPc (pmol/ml) (1 semana después de la 22 inmunizacion) TT4 (ug/ml)
4 1,2 81
5 16,6 134
6 59,2 56
7 1,9 89
8 4,0 213
9 37,3 237
10 2,0 84
11 6,1 101
12 18,1 107
13 1,9 138
14 1,5 148
15 1,4 63
16 1,8 60
Ratones control BALB/c

17 0,6 44
18 0,5 62
19 0,5 60
20 0,8 59

Tabla 2: Secuencias de aminoacidos y de nucleétidos mostradas en las figuras:

Aminoacidos de

Aminoacidos de

Nucleétidos de

Nucleétidos de

KSAb1 KSAb2 KSAb1 KSAb2
Cadena pesada CDR1 8,9 8 44, 45 44
Cadena pesada CDR2 10 30, 31 46 61, 62
Cadena pesada CDR3 11 11 47 47
Cadena ligera CDR1 12 32 48 63
Cadena ligera CDR2 13 33 49 64
Cadena ligera CDR3 14 34 50 65
Cadena pesada Fab 15,16, 17,18 35, 36, 37 51, 52, 53, 54 66, 67, 68, 69
Cadena ligera Fab 19 38 55 70
Dominio V de cadena | 20, 21, 22, 23 39,40 56, 57, 58, 59 71,72
pesada
Dominio V de cadena | 24 41 60 73
ligera
scFv 25, 26, 27, 28 42,43
Conector scFv 29 29
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val

Gly

Ser
80

TYIFr

Gly

Ser

Lys

Gln

160

ASn

Thr

Thr

Tyr



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

?Sp Ile val

Asp

vai

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Gly

Ala

145

Ser

Gly

val

Ser

Phe
225

<210> 20
<211> 238
10 <212> PRT

Arg
Ala
ser
50

Gly
Asp
Phea
Gly
Pro
130
Ser
His
Gly
Asn
Asp
210

Asp

val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

Ther

LYS

195

Asp

Tyr

Met

ser
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly

0
ser
Leu
Tyr
Lys
Asn
180
ser

Ser

TR

Thr
5
Ile
GIn
Asn
Thr
ASp
85
Gly
Gly
val

ser

Asn
165

TYyr
ser

Ala

Gly

ES 2482 145713

Gln

Ile

GIn

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

LyS

Phe

150

Ley

Asn

Asn

val '

GIn
230

Ser

cys

Lys

TYr

Phe

Phe

Lys

Gly

Pro

135

Phe

Glu

GlIn

Thr

Tyr

215

Gly

Gln

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Trp

Glu

Ala

200

Tyr

Thr

43

Lys
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Arg
Glu
105

ser

Ala

Ile
Phe
185
Phe

Cys

Thr

Phe

10

ser

Gin

val

Thr

Gin

90 .

Ie

Giu

Ser

Thr

Met

Ala

Leu

Met

Gin

Ser

Pro

ITe

75

Gly

val

Met

Met

155

Leu

Gly

Glu

Arg

235

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Asn

Ser

Gly

Gln

Ile

Lys

Leu

Thr

val

LyS

45

Arg

Asn

Ser

Gly

Ley
125

“Ile

Trp

AsSn

Ala

Leu

205

Asp

Ser

Ser
Gly
30

Leu
Pha
Met

TYyr

ser
val
Pro
Thr
190
ser

Trp

Ser

vat

15

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ser

Gin

Cys

Lys

Tyr

175

Leu

Leu

Asp

Gly
Phe
val
Gly

ser
80

Tyr
Gly
Ser
Lys
160

Asn

Thr

Tyr



<213> Homo sapiens

<400> 20

Asp Ile val
1

ASp
val
Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Gly
Gly
Ala
145
Sar
Gly
val

ser

Phe
225

<210> 21
<211> 238
<212> PRT

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Pro

130

ser

His

Gly

AsSn

Asp

210

Asp

val
Trp
35

Ala
ser

Leu

Gly

Gly
Gly
Thr
Lys
195

Asp

Tyr

Met

Ser

20

TYr

Ser

Gly

Ala

Leu

Tyr

LyS

Asn

180

Ser

Ser

Trp

Thr
5
Ile
GlIn
Asn
Thr
Asp
85
Gly
Gly
val
Ser
Asn
165
Tyr
Ser

Ala

Gly

ES 2482 145713

GIn Ser GIn

Ile

GIn

Arg

Asp
70

TYFR

Thr

Gly

Lys

Phe

150

Leu

Asn

Asn

val

Gln
230

Cys
Lys
TYr
55

Phe
Phe
Lys
Gly
Pro
135
sar

Glu

GIn

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Trp

Glu

Ala
200

Tyr

Thr

44

Lys
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Arg
Glu
105
ser
Ala
Tyr
Ile
Phe

185

Phe

Cys

Thr

Phe Met Ser

10

ser

GIn

val

Thr

GIn

90

Ile

Glu

ser

Thr

Met

Ala

Leu

G'I n
Ser
Pro
e
Gly
val
Met
Met
155
Leu
Gly
Glu

Arg

Thr
235

Asn
Pro
i
Asn
ser
Gly
Gln
b
Asp
Ile
Lys
Leu
Arg

220

val

Thr
val
Lys
it

Arg
Asn
Ser
Gly
Leu
125
Ile
Trp
Asn
Ala
Leu
205

Asp

ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Met

Tyr

Gly

110

GlIn

Ser

val

Pro

Thr

190

Ser

Trp

Ser

val
15

Thr
Leu
Thr
Gin
Pro
95

ser
GIn
Cys
Lys
Ty

175
Leu

Leu

Asp

Gly

Phe

val

Gly

ser
80

Tyr

Gly

Ser

Lys

GIn

160

Asn

Thr

The

Tyr



10

<213> Homo sapiens

<400> 21

Asp
k|
ASp

val

ser
65

Glu
Thr
Gly
Gly
Ala
145
sSer
Gly
val

Ser

Phe
225

<210> 22
<211>15
<212> PRT

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

rhe

Gly

Pro

130

ser

His

Gly

Asn

Asp

val

val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Gl

11

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Gly

Tyr

<213> Homo sapiens

Met
ser
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Lteu
TYr
Lys
Asnh
180
ser

Ser

Trp

Thr

Ile

Gin

Asn

Thr

ES 2482 145713

Gln

Tle

GIn

Arg

Asp

70

Asp

85

Gly

Gly

val

Ser

Ash

165

Tyr

ser

Ala

Gly

TYTr

Thr

Gly

LyS

Phe

150

Leu

ASN

Asn

val

GIn
230

Ser Gin

Cys Lys

Lys Pro
40

Tyr Thr
55

Phe Thr
Phe Cys
Lys Leu
Gly Gly
1
Pro Gly
135
ser Ala
Glu Trp
Gln Glu
Thr Ala
200

Tyr Tyr

Gly Thr

45

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Arg

Glu

105

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

185

Phe

Cys

Thr

Phe

10

Ser

Gin

val

Thr

GIn

20

Ile

Glu

Ser

Thr

Met

Ala

Leu

Met

GlIn

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Gly

val

Met

Met

155

Leu

Gly

Glu

Arg

Thr
235

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Asn

Ser

Gly

Gln

Ile

Lys

Leu

Ar

22

val

Thr

val

Lys

Arg

Asn

Ser

Gly

Leu

125

Ile

Trp

Asn

Ala

Leu

205

Asp

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Met

Tyr

Gly

110

GIn

Ser

val

Pro

Thr

130

Ser

Trp

Ser

val

15

Thr

Leu

Thr

GlIn

Pro

95

Ser

Gln

Cys

Lys

Leu

Leu

Asp

Gly

Phe

val

Gly

Ser

80

Tyr

Gly

ser

LyS

Gln

160

Ash

Thr

Thr

Tyr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2482 145713

<400> 22

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 23

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

ieu Ile Asn Pro ‘gyr' Asn Gly Gly Thr igr Tyr Asn GIn Lys ifswe Glu

Asp

<210> 24

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Iieu Ile Asn Pro 'gyr' Asn Gly Gly Thr ?gn Tyr Asn GIn Lys gf;e Glu

Asp

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Eys Ala ser Gln ';Sn val Gly Thr Ala ieu Ala

<210> 26

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 26

ier Ala Ser Asn grg Asn Thr

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

g'ln Gin Tyr Ser ger' Tyr Pro Tyr Thr

<210> 28
<211> 218

46



10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Glu val GIn
1

ser

Thr

Gly

Glu

635

-Met

Ala

Leu

Ala

Leu

145

Gly

Asp

Pro

LyS

<210> 29

<211> 218
<212> PRT

Met

Met

Leu

50

ASp

Asp

Arg

Thr

Pro

130

val

Ser

Leu

Ser

val
210

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Arg

val

115

val

Lys

Leu

Tyr

GlIn

195

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 29

Leu

Ila

20

Trp

Asn

Ala

Leu

Cys

Gly

Ser

Thr

180

Ser

Lys

GlIn
5
ser
val
Pro
Thr
sar
85
Trp
ser
Gly
Tyr
ser
165
Leu

Tle

Lys

ES 2482 145713

GIn

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

Ala

Asp

Phe

150

Gly

ser

Thr

Ile

Ser

Lys

GIn

Asn

35

Thr

Thr

TYyr

Lys

Thr

135

Pro

val

Ser

cys

Glu
215

Gly

Ala

Thr

40

Gly

val

Ser

Phe

Thr

120

Thr

Glu

His

ser

Asn
200

Pro

Ser

25

His

Gly

Asp

Glu

AS

10

Thr

Gly

Pro

Thr

val

185

val

Ghu
10

Gly
Gly
Thr
LyS
AsSp
90

Tyr
Ala
ser
val
Phe
170

Thr

Ala

Thr Arg Cys

47

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

75

Ser

Trp

Pro

Ser

Thr

155

Pro

val

His

val

Ser

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

val

140

Leu

Ala

Thr

Pro

Lys Pro Gly Ala
15
Phe Thr Ala Tyr
30

Leu Glu Trp Ile
45

Asn GIn tys Phe

Asn Thr Ala Tyr
80

val Tyr Tyr Cys
9%

Gln Gly Thr Thr
110

val Tyr Pro Leu
125

Thr Leu Gly Cys

Thr Trp Asn Ser
160

val Leu GIn Ser
175

Ser Ser Thr Trp
190

Ala Ser Ser Thr
205



10

Glu

ser

Thr

Gly

Glu

65

Met

Ala

Leu

Ala

Leu

145

Gly

ASp

Pro

LyS

<210> 30

<211> 169
<212> PRT

val

Met

Met

Leu

30

Asp

Asp

Arg

The

Pro

130

vai

Ser

Leuw

ser

val
210

GlIn

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Arg

val

115

val

Lys

Leu

Tyr

Gln

195

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 30

Leu
Ile
20

Trp
Asn
Ala
Leu
Asp
100
ser
Cys
Gly
ser
Thr
180

Ser

Lys

GIn

Ser

val

Pro

Thr

ser

83

Trp

Ser

Gly

TYr

ser

165

Leu

ITe

LYS

ES 2482 145713

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

ASp

Ala

Asp

Phe

150

Gly

Ser

Thr

Ile

Ser

Lys

Gln

Asn

35

Thr

Thr

Tyr

Lys

Thr

135

Pro

val

Ser

Cys

Glu
215

Gly
Ala
Thr
40

Gly
val
sSer
Phe
Thr
120
Thr
Glu
His
ser
Asn

200

Thr

Pro

ser

25

His

Gly

Asp

Glu

Gly

Pro

Thr

val

185

val

Arg

Glu
10.

Gly
Gly
The

Lys

Asp
20

Tyr
Ala
ser
val
Phe
170
Thr

Ala

cys

Ley

Lys

AsSn

Ser

75

Ser

Trp

Pro

Ser

Thr

155

Pro

val

His

val

ser

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

val

140

Leu

Ala

Pro

LyS

phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

val

125

Thr

Thr

val

ser

Ala
205

Pro

Thr

30

Glu

GlIn

Thr

Tyr

Gly

110

TYr

Leu

Trp

Leu

Ser

190

ser

Gly
15

Ala
Trp

Lys

Ala

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Thr

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Cys

Thr

Leu

cys

ser

160

ser

Trp

Thr

glu val Gin Leu GIn GIn Ser Gly Pro %u Ley val iys Pro :ﬂy Ala

5

48



sep
Thr
‘GTy
GHu
65
Met
Ala
Leu

Ala

Leu
145

Met

Met

Leu

50

Asp

Asp

Arg

Thr

Pro

130

val

Gly Ser

<210> 31
<211> 216
<212> PRT

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Arg

val
115

‘val

Lys

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 31

Ile
20

Trp
Asnh
Ala
Leu
As

100
Sar
Cys

Gly

Ser

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

p Trp

Ser

Gly

Tyr

ser
165

ES 2482 145713

Cys Lys

Lys GlIn

Tyr Asn
55

Leu Thr
70

Leu Thr

Asp Tyr

Ala Lys

Asp Thr
135

Phe Pro
150

Gly val

Ala Sser
25

Thr His

40

Gly Gly

val Asp

ser Giu

Phe As
10

Thr Thr
120
Thr Gly

Glu Pro

His Thr

49

Gly

Gly

The

Lys

Asp

90

Tyr

Ala

Ser

val

TYyr

Lys

Asn

Ser

75

Ser

Trp

Pro

ser

Thr
155

Ser

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

val

140

Leu

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

GIn

val

125

Thr

thr

Thr Ala Tyr

30

Glu Trp 1Ile

GIn Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys

4

Gly Thr Thr

110

Tyr Pro Leu

Leu Gly Cys

Trp Asn Ser
160



o
Asp
Leu
Tyr
Arg

65

Glu

Thr
Pro
Gly
Asn
145
Asn
Sep

Thr

Phe

<210> 32
<211> 117
<212> PRT

val

Arg

Ala

ser

50

Gly

ASp

Phe

Thr

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

val

val

Trp

35

Ala

Phe

Leu

Gly
val
115
ser
Lys
Trp
Leu
Glu

195

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met
Ser
20

sSer
Gly

Ala

Ser
val
Trp
Thr
i

Ala

Asn

Thr

Ite

Gin

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Leu

Thr

Glu

ES 2482 145713

GIn

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

cys

Ile

150

Gin

Thr

His

Thr

Ser
Cys
Lys
Asn
55

Phe

Phe

Arg
Pro
Phe
i35
Asp
ASp

Lys

Lys

218

Gin
LYS
Pro
40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Cys

50

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105
ser
Ash
ser
Lys
Glu
185

Ser

Phe

10

Ser

Glin

va'l

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Tyr

Thr

Leu

GlIn

Ser

Pro

Ite
75

Tyr

LysS

Glu

Phe Ty

Ar

15

Ser

Glu

ser

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Gln

Thr

Arg

Pro

Thr
val
LyS
45

Arg

Asn

Ser

Ala
Lett
125
Pro
Asnh
Tyr
His

Tle
205

Ser
Gly
30

Leu

Phe

Met

Tyr

Asp
110
Thr
Lys
Gly
ser
Asn
190

val

Ala

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr

Ala Ala

ser Gly

Asp ITe

vai

Leu
160

Met Ser

175

5er

Lys

Tyr

Ser



Glu
Se_r‘
Thr
Gly
6"

Met

Ala

<210> 33
<211> 117
<212> PRT

val

Met

Met

Leu
30

Asp

Asp-

Arg

Gln

Lys

Asn

35

Ie

Lys

Leu

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 33

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ala

Leu

GIn

Ser

val

Pro

The

ser

85

Trp

ES 2482 145713

GIn Ser

Cys Lys

Lys GIn

Asn

Tyr
55

Leu Thr

70

Ley Thr

Asp Tyr

Pro Glu

Gl
Y 10

Ala Ser Gly
25

Thr His Gly

40

Gly Gly Thr

val Asp Lys

ser Glu Asp
. 90

Phe Asp Tyr

105

Leu

Tyr

Lys

sSer

Ser

75

ser

Trp

Leu Thr val Ser Ser

51

val

Ser

Asn

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

Gly Ala
15

Pro

Thr Ala Tyr

30

Glu Trp Ile

GIn Lys Phe
Thr Ala Tyr

80
Tyr Tyr Cys
95

Gly Thr Thr
110



Glu val Gln
Ser Met Lys

Thr Met Asn
35

Gly Leu Ile
50

Glu Asp Lys
65

Met Asp Leu
Ala Arg Arg

Leu Thr val
115

<210> 34
<211> 106

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 34

Asp val val
1
Asp Arg val

Leu Ala Trp
35

Tyr ser Ala Ser
50

Arg Gly Phe
65g
Glu Asp Leu

Thr phe Gly

<210> 35

Glin
Ser
val
Pro
Thr
ser
85

Trp

Ser

Thr
5

Ile
Gln
Asn
Thr

Asp
85

ES 2482 145713

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

y Gly Thr
0

Ser

Lys

GlIn

Asn

55

Thre

Thr

Tyr

Ser

Cys

Lys

Asn

55

Phe

Phe

Arg

Gly

Ala

Thr

40

Gly

val

Ser

Phe

GlIn

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

52

Pro

Ser

His

Glu
10

Gly

Gly

Gly Thr

Asp

Lys

Glu As
90p

i

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

GIn

val

Thr

GIn

90

Ite

teu

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Ser

Trp

Leu

Gln

Ser

Pro

I1le

75

Tyr

val
ser
Asn
T)ér
6

ser
Ala

Gly

ser
Asn
Pro

Asp
60

‘Ser

ser

LysS

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

Thr

val

Arg

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

ser
Gly
30

Leu

Phe

Met

Tyr

Gly Ala

15

Ala
Trp
Lys
Ala
TYF

Thr

Ala
15

Thr
Leu
Thr
GIn

Pro
95

Tyr

Ile

Phe

oo
o

Cys

Thr

Gly

Ala

ITe

Gly

Ser

80

Tyr



ES 2482 145713

<211> 238

<212> PRT

<213> Homo sapiens
5 <400> 35

Asp val val Met Thr GIn Ser GIn Lys Phe Leu Ser Thr Ser Ala Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ggr Ile Ser Cys Lys §}a ser Gln Asn val gay Thr Ala

Leu Ala ;gp Tyr GIn Gln Lys Zso Gly GIn Ser Pro hgs Leu Leu Ile

Tyr ggr Ala ser Asn Arg %gn Thr Gly val Pro ggp Arg Phe Thr Gly

Arg Gly phe Gly Thr Asp Phe Thr teu Thr Ile Ser Asn Met Gin Ser
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Qgp Tyr Phe Cys Gln ggn Tyr Ser Ser Tyr ggo Ty

Thr phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Gly Gly Gly Gly Ser Gly
100 105 110

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu val GIn Leu GIn Gin Sser
115 - 120 125

Gly Pro Glu Leu val Lys Pro Gly Ala Ser Met Lys ITe Ser Cys LysS
130 135 140

Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ala Tyr Thr Met Asn Trp val Lys Gin
145 150 155 160

Thr His Gly Lys Asn Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn
165 170 175

Gly Gly Thr Ser Tyr- Ash GIn Lys Phe Glu Asp Lys Ala Thr Leu Thr
180 185 190

val Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr
195 200 205

Ser ¢lu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Asp Trp As r
210 215 R4 223 P Py

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr val Ser Ser
225 230 235

10 <210> 36

53



ES 2482 145713

<211> 238
<212> PRT
<213> Homo sapiens

5 <400> 36

?Sp val val mMet Thr Gln Ser GIn Lys Phe Leu Ser Thr Ser Ala Gly

Asp Arg val ggr Ile Ser Cys Lys gga Ser GIn Asn val §8y Thr Ala

Leu Ala ;gp Tyr GIn GIn Lys 250 Gly GIn Ser Pro hgs Leu Leu Ile

Tyr ggr Ala Ser Asn Arg ggn Thr Gly val pro ggp Arg Phe Thr Gly

Arg Gly phe Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Met Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala gsp Tyr Phe Cys GlIn G%n Tyr Ser Ser Tyr gro Tyr
5 9 5

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Gly Gly Gly Gly Ser Gly
300 165 110

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu val GIn Leu GIn GIn ser
115 i 125 125

Gly Pro Glu Leu val Lys Pro Gly Ala Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys
130 135 140

Ala ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ala Tyr Thr Met Asn Trp val Lys GIn
145 150 155 160

Thr His Gly Lys Asn Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Ash
165 170 175

Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Glu Asp Lys Ala Thr Leu Thr
180 185 190

val Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr
195 200 205

Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg AsSp Trp Asp Tyr

Ar
210 215 22

Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr Leu Thr val Ser Ser
225 Y 230 235

<210> 37
10 <211>15
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60

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 37
gcctacacca tgaac 15

<210> 38

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
gcctacacca tggac 15

<210> 39

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

cttattaatc cttacaatgg tggtactaac tacaaccagg agttcgaggg ¢ 51

<210> 40

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
agggactggg actactttga ctac 24

<210> 41

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
aaggccagtc agaatgtggg tacttttgta gcc

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
tcggcatcca atcggtacac t 21

<210> 43

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
cggcaatata gcagctatcc gtacacg 27

<210> 44

<211> 654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

ES 2482 145713
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55



10

15

gaggtccagc
tcctgcaagy
catggaaaga
aaccaggagf
atggagctcc
tgggactact
acaaccccat
actctgggat
ggatccctgt
atgagcagct
gttgcicace

tgcaacagtc
cttctggtta
accttgagtg
tcgagggeaa
tcagtctgac
ttgactactg
cagtctatcc
gcetggteaa
ccagcagtgt
cagtgactgt

cagccagceag

<210> 45

<211> 654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

gaggtccage
tcctgeaagg
catggaaaga
aaccaggagt
atggagctcc
tgggactact
acacccccat
actctgggat
ggatcccigt
atgagcagct

gttgctcace

tgcaacagte
cttctggtta
accttgagtg
tcgagggcaa
tcagtctgac
ttyactactyg
cagtctatcc
gcctagtcaa
ccagcagtgt
cagtgactgt

cagccagcag

<210> 46

<211> 679

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

ES 2482 145713

tggacctgag
ctcattctct
gattggactt
ggccacttta
atctgacgac
gggccaaggce
actggcccct
gggctacttce
gcacacctic
ccectecage

caccaaggtg

tggacctgag
ctcattceett
gattggactt
ggccacttta
atctgacgac
gggccaaggc
actggcccct
gggctacttc
gcacaccttc
cccctecagce

caccaaggtg

ctggtgaage
gcctacacca
attaatcctt
actgtaaaca
tctgcagtct .
accactétca
gggtgtggag
cctgagtcag
ccagetctec
acctgoccaa

gacaagaaaa

ctggrgaage
gcetacacca
attaatcctt
actgtaaaca
tctgcagtct
accactctca
gggtgtggag
cctgagtcag
ccagctctee
acctggccaa

gacaagaaaa

56

ctggagette
tgaactgggt

acaatggtgg

agtcatccaa
attactgtge
cagtctecte
atacaactqgg
tgactgtgac
tgcagtctgg
gtcagaccgt
ttgagacgcy

ctggagcttc
tgaactgogt
acaatggtgg
agtcatccaa
attactgtgc
cagtctcctce
atacaacigqg
tgactgtgac
tgcagtctgg
gtcagaccgt
ttgagacgcg

aatgaagata
gaagcagagc
tactaactac
cacagcctre
gagaagggac
agccaaaaca
ttcctecgty
ttggaactct
actctacact
cacctgcage

ttgt

aatgaagata
gaagcagagc
tactaactac
cacagccttc
gagaagggac
agccaaaaca
ttcctocegtg
ttggaactct
actctacact
cacctgeagce
ttgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
654

60
120
130
240

300

360
420
480
540
600
654
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gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaage ctggagctte aatgaagata 60
tcctgcaagg cttetggtta ctcattctet goctacacca tggactgggt gaagcagagc 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcétt acaatggtgg tactaactac 180
aaccaggagt tcgagggcaa ggccacttta actgtaaaca agtcatceaa cacageettc 249
atggagctce tcagtetgac atctgacgac tetgcagtct attactgtgc gagaagggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaagge accactcetca cagtctoctc agccaaaaca 360
acacceccat cagtctatcc actggccecct ¢gggtgtggag atacaactgg ttcctocgtg 420
actctgggat gcctggtcaa gggectacttc cctgagtcag tgactgtgac ttggaactct 480
ggatccctgt ccagcagtgt gcacaccttc ccagctctcc tgcagtctgg actctacact 540
atgagcagct cagtgactgt cccctecage acctggccaa gtcagaccgt cacctgcage 600
gttgctcace cagecageag caccaaggtg gacagaaaat tgagacgegt tgtcaaggge 660
gaatictgca gatatccat 679

<210> 47

<211> 654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47
gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggagcttc aatgaagata 60
tcctgcaagg cttctggtta ctcattctct gecctacacca tgaactgggt gaagcagagce 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccaggagt tcgagggcaa ggccacttta actgtaaaca agtcatccaa cacagectte 240
atggagctcc tcagtctgac atctgacgge tctgcagtct attactgtgc gagaagggac 300
tgggactact ttgactacty gggccaagge accactetca cagtctccte agccaaaaca 360
acacccccat cagtctatcc actggcccct gggtgtggag atacaactgg ttecctecgtg 420
actctgggat gcctggtcaa gggctactte cctgaétcag tgactgtgac ttggaactct 480
ggatccctgt ccagcagtgt gcacacctte ccagctctec tgcagtctgg actctacact 540
atgagcagct cagtgactgt cccctccage acctggocaa gtcagaccgt cacctgcage 600
gttgctcace cagccagcag caccaaggtg gQacaagaaaa ttgagacgcg ttgt 654

<210> 48

<211> 648

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

57
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20

25

gacattgtga tgacccagtc
atcatttgca aggccagtca
ggacaatctc ctaaactact

cgcttcacag gcagtggatc

gaagacctgy
gggaccaagc
tccagtgage
cccaaagaca

aacagttgga

cagattattt
tagaaataaa
agttaacatc
tcaatgtcaa

ctgatcagga

ttgaccaagg acgagtatga

tcaacttcac ccattgtcaa

<210> 49

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

gaggtecage
tcctgcaagy
catggaaaga
aaccaggagt
atggagctee

tgggactact

tgcaacagtc
ctictggtta
accttgagtg
tcgagggcaa
tcagtctgac
ttgactacty

<210> 50

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

gaggtccage
tcctgeaagg

catggaaaga accttgagtg

aaccaggagt
atggagctcc

tgggactact

<210> 51

<211> 351

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

tgcaacagtc
cttctggtta

tcgagggcaa
tcagtctgac
ttgactacty

ES 2482 145713

tcaaaaattc
gaatgtggat
ggtttactcg
tgggacagat

ctgccggceaa
acgggctgat
tggaggtgcc
gtggaagatt
cagcaaagac
acgacataac

gagcttcaac

tggacctgag
ctcattctct
gartggactt
ggccacttta
atctgacgac

gggccaagge

tggacctgag
ctcattctet
gattggactt
ggccacttta

atctgacgac

gggccaaggc

atgtccacat cagtaggaga cagggtcage

acttttgtag
gcatccaate

ttcactctca

tatagcagct
gCth&CC&&
tcagtcgtgt
gttggcagtg
agcacctaca
agctatacct

aggaatgaga

ctggtgaage
gcctacacca
attaatcctt
actgtaaaca
tctgcagtct

accactctca

ctggtgaage
gcctacacca
attaatcctt
actgtaaaca
tctgcagrct

accactctca

58

ccrggtatca
ggtacactgg

ccatcaacaa

atccgtacac
ctgtatecat
gctrcttgaa
aacgacaaaa
gcatgagcag
gtgaggccac
cgcgttgt

ctggagcttc
tgaactgggt
acaatggtgg
agtcatccaa
attactgtge

cagtctcctc

ctggagctte
tgaactgggt
acaatggtgg
agtcatccaa
attactgtgc

cagtctcctc

acagaaacca
agtccctgat
tatgcagtct

gttcggagyg
cttcccacca
caacttctac
tggcgtectg
caccctcacy

tcacaagaca

aatgaagata
gaagcagagc
tactaactac
cacagccttce
gagaagggac
a

aatgaagata
gaagcagagc
tactaactac
cacagecttc
gagaagggac

a

€0
120
180
240

300
360
420
480
540
600
648

60
120
130
240
300
351

60
120
180
240
300
351
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gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagce ctggagctic aatgaagata 60
tcctgcaagg cttetggita ctcattctct goctacacca tggactgggt gaagcagage 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180

aaccaggagt tcgaggucaa ggccactita actgtaaaca agtcatccaa cacagccttc 240

atggagctec tcagtctgac atctgacgac tctgcagtct attactgtge gagaagggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaagge accactctca cagtctecte a 351
<210> 52
<211> 351

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 52

gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaage ctggagcttc aatgaagata 60
tcctgeaagg cttctggtta ctcattctct goctacacca tgaactgggt gaagcagage 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccaggagt tcgagggcaa ggccacttta actgtaaaca agtcatccaa cacagecette 240
atggagctce tcagtctgac atctgacgge tctgeagtct attactgtge gagaagggac 300

tgggactact ttgactactg gggccaaggc accactctca cagtctccte a 351

<210> 53

<211> 318

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53

gacatrgtga tpacccagtce tcaaaaattce atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc 60
atcatttgca aggccagtca gaatgtgggt acttttgtag cctggtatca acagaaacca 120
ggacaatctec ctaaactact ggtttactcg gcatccaatc ggtacactgg agtccctgat 180
cgcttecacag gcagtggatc tgggacagat ttcactetcea ccatcaacaa tatgcagtct 240
gaagacctgg cagattatit ctgccggcaa tatagcagct atccgtacac gttcggaggg 300
gggaccaagc tagaaata - 318

<210> 54

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
cttattaatc catacaatgg tggtactagc tacaaccaga agttcgagga c 51

<210> 55

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55
cttattaatc cttacaatgg tggtactaac tacaaccaga agttcgagga c 51

59



10

15

20

25

30

35

40

<210> 56

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56
aaggccagtc agaatgtggg tactgcttta gcc

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57
tcggcatcca atcggaacac t 21

<210> 58

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58
cagcaatata gcagctatcc ttacacg 27

<210> 59

<211> 654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59

ES 2482 145713

33

gaggtccagce
tcctgeaagy
catggaaaga
aaccagaagt
atggacctcc
tgggactact
acagccccag
actctaggat
ggatccetgt
Ctcagcagct

gtggcccace

tgcaacagtc
cttctggtta
accttgagtg
tcgaggacaa
tcagtctgac
ttgactactg
cggtcratec
gectggtcaa
ccagtggtgt
cagtgactgt

cggcaagcag

tggacctgag
ctcattcact
gattggactt
ggccacatta
atctgaggac
gggccaagge
actggcecect
gggttattte
gcacaccttc
aacctcgagce

caccaaggig

<210> 60

<211> 654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60

ctggtgaagce
gcctacacca
attaatccat
actgttgaca
tctgcagtet
accactctca
gtgtgtrggag
cctgagccag
ccagctgtee
acctggccca

gacaagaaaa

60

ctggagcttc
tgaactygggt
acaatygtygg
agtcatccaa
attattgtgc
cagtctcctc
atacgactgy
tgaccttgac
tgecagtctga
gccagtccat

ttgagacgcy

aatgaagata
gaagcagacc
tactagctac
cacagcctac
aagaagggac
agccaaaaca
cteccteggtg
ctggaactct
cctctacacc
cacctgcaat
ttgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
654
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gaggtccage tgcaacagte tggacctgag ctggtgaage ctggagcttc aatgaagata 60
tcctgcaagg cttctggtta ctcattcact gectacacca tgaactgggt gaagcagacc 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccagaagt tcgaggacaa ggccacatta actgtcgaca agtcatccaa cacagcctac 240
atggacctcc tcagtetgac atctgaggac tcigcagtct attactgtge aagaﬁgggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaaggc accactctca cagtctcctc agecaaaaca 360
acagccccat cggtetatce actggeccct gtgtgtggag atacaactgg ctcctcggtg? 420
actctaggat gcctggtcaa gggttatite cctgagecag tgaccttgac ctggaackcet 480
ggatccctgt ccagrggtgt gcacaccttc ccagcetgtcc tgcagtcetga cctctacace 540
ctcagcagct cagtgactgt aacctcgagc acctggccca gccagtccat cacctgcaat 600
gtggcccace cggcaagcag caccaaggty gacaagaaaa ttgagacgeg ttgt 654
<210> 61
<211> 507
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 61
gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaage ctyggagette aatgaagata 60
tcctgcaagy cttctggtta ctcattcact goctacacca tgaactgggt gaageagace 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccagaagt tcgaggacaa ggccacatta actgtcgaca agtcatccaa cacagectac 240
atggacctee tcagtetgac atctgaggac tctgeagtct attattgtge aagaagggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaagge accactctca cagtctectc agecaaaaca 360
acagccccat cggrctatcc actggeccct gtgtgitggag atacaactgg ctcctoggtyg 420
ﬁctctaggat gcctggtcaa gggttatttc cctgagecag tgaccttgac ctggaactct 4380
ggatccctgt ccagtggtgt gcacacc 507
<210> 62
<211> 507
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62

61
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20

gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggagette aatgaagata 60
tcctgcaagg cttctggtta ctcattcact gcctacacca tgaactgggt gaagcagace 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccagaagt tcgaggacaa ggccacatta actgtcgaca agtcatccaa cacagcctac 240
atggacctcc tcagtctgac atctgaggac tctgcagtct attattgtgce aagaagggac 300
tgggactact ttgactacty gggccaagge accactcrca cagtctectc agccaaaaca 360
acagcceccat cggtctatce actggeccct gigtgtggag atacaactgg ctcctcggtg 420
actctaggét gcctggtcaa gggitatitc cctgagccag tgaccttgac ctggaactct 480
ggatcectgt ccagtgogtgt gcacace 507
<210> 63
<211> 648
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 63
gacgttgtga tgacccagtc tcaaaaattc ctgtccacat cagcaggaga cagggtcage 60
atctcctgca aggecagtca gaatgtgogt actgetttag cctggtatca acagaaacca 120
ggacaatctc ctaaactttt gatttacteg gcatccaatc ggaacactgg agtccctgat 180
cgctteacag gcaggggatt tgggacagat ttcactctca ccatcagcaa tatgcagtct 240
gaagacctgg cagattattt ctgccagcaa tatagcaget atccttacac gttcggaggg 300
gggaccaggc tggaaataaa gcgggctgat gctgcaccaa ctgtatccat cttcccacca 360
tccagtgage agttaacatc tggaggtgcc tcagtcgtgt goticttgaa caacttctac 420
CCcaaagaca tcaatgtcaa grggaagatt gatggcagtg aacgacaaaa tggegtcctyg 480
éacagttgga ctgatcagga cagcaaagaé agcacctaca gcatgagcag caccctcacg 540
ttgaccaagg acgagtatga acgacataac agctatacct gtgaggccac tcacaagaca 600
tcaacttcac ccattgtcaa gagcticaac aggaatgaga cgcgttgt 648
<210> 64
<211> 351
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 64
gaggtccagc tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggagcttc aatgaagata 60
tcctgeaagg crtctggtta ctcattcact gectacacca tgaactgggt gaagcagace 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatccat acaatggtgg tactagctac 180
aaccagaagt tcgaggacaa ggccacatta actgttgaca agtcatccaa cacagcctac 240
atggacctcc tcagtctgac atctgaggac tctgcagtct attattgtgc aagaagggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaaggc accactctca cagtctecte a 351
<210> 65
<211> 351

62
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 65

gaggtccage tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggagctic aatgaagata 60
tcctgeaagg cttotggtta ctcattcact gectacacca tgaactgggt gaagcagacce 120
catggaaaga accttgagtg gattggactt attaatcctt acaatggtgg tactaactac 180
aaccagaagt tcgaggacaa ggccacatta actgtcgaca agtcatccaa cacagectac 240
atggacctcc tcagtctgac atctgaggac tctgcagtct attattgtgc aagazgggac 300
tgggactact ttgactactg gggccaaggc accactctca cagtctectc a 351

<210> 66

<211> 318

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 66

gacgtrgtga tgacccagtc tcaaaaattc ctgtccacat cagcaggaga cagggtcagce 60
atctcctgca aggcecagtca gaatgtgggt actgctttag cctggtatca acagaaacca 120

ggacaatcte ctaaactttt gatttactcg geatccaatc ggaacactgg agtccctgat 180
cgcttcacag graggggatt tgggacagat ttcactctca ccatcagcaa tatgcagtct 240
gaagacctgg cagattattt ctgccagcaa tatagcaget atecttacac gttcggaggg 300
gggaccaggc tggaaata 318
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une a y puede antagonizar el TSHR humano, que comprende una regién variable de cadena
pesada que comprende una primera CDR que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 8 o 9; una
segunda CDR que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 10, 30 o 31; y una tercera CDR que
tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 11; y que comprende una regiéon de cadena ligera que
comprende una primera CDR que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 12 o 32; una segunda
CDR que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 13 o 33; y una tercera CDR que tiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 14 o 34.

2. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la region variable de cadena pesada tiene una
homologia de al menos 85 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias mostradas en las
figuras 20, 21, 22, 23, 39 y 40 y/o en el que la region variable de cadena ligera tiene una homologia de al menos 85
% con una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias mostradas en las figuras 24 y 41.

3. Un anticuerpo de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la region variable de cadena pesada
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias mostradas en las figuras 20, 21, 22, 23, 39y 40
y/o en el que la regién variable de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
secuencias mostradas en las figuras 24 y 41.

4. Un anticuerpo de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que anticuerpo esta humanizado.
5. Un anticuerpo de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que anticuerpo es una IgG.

6. Un hibridoma que tiene el nimero de acceso ECACC 06032901 o 06032902.

7. Un anticuerpo producido por un hibridoma de acuerdo la reivindicacién 6.

8. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y 7, conjugado con yodo radioactivo o con
una toxina.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
ab,7y8.

10. Un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a 5, 7y
8.

11. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 10, que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una
homologia de al menos 85 % con una secuencia de cadena pesada seleccionada de las secuencias mostradas en
las figuras:

51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 71, 72; y
una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos 85 % con una secuencia de cadena ligera
seleccionada de las secuencias mostradas en las figuras: 55, 60, 70 y 73.

12. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 10 u 11.
13. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 12.

14. Un procedimiento de produccion de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a 5,7 u 8
que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacién 13 o un hibridoma de acuerdo con la reivindicaciéon 6
en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo y aislar el anticuerpo del cultivo.

15. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 u 8 para su uso en terapia.

16. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 u 8 para su uso en el diagnostico o
tratamiento del cancer.

17. Un kit para analizar la presencia de anticuerpos anti-TSHR en una muestra, que comprende un soporte al que se
unen las moléculas del TSHR y anticuerpos marcados de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a 5, 7 u
8.

18. Un procedimiento de andlisis para detectar la presencia de anticuerpos anti-TSHR, que comprende:

a) proporcionar un soporte al que se unan de los TSHR;

b) aplicar al soporte anticuerpos marcados de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a 5, 7 u 8;
c) aplicar al soporte una muestra de ensayo; y

d) analizar el desplazamiento de los anticuerpos.
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Figura 8

AYTMN

Figura 9

AYTMD

Figura 10
LINPYNGGTNYNQEFEG

Figura 11
RDWDYFDY

Figura 12
KASQNVGTFVA

Figura 13
SASNRYT

Figura 14
RQYSSYPYT

Figura 15

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYEDYWGQGT
TLTVSSAKTTTPSVYPLAPGCGDTTGSSVILGCLVK GYFPESVTVTWNSGSLSSSVHT
FPALLQSGLYTMSSSVIVPSSTWPSQTVICSVAHPASSTKVDKKIETRC

Figura 16

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFFAYTMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSL.TSDDSAVYYCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSSAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVIVTWNSGSLSSSVHT
FPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTKVDKKIETRC

Figura 17

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMDWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSSAKTTIPPSVYPLAPGCGDTTGSSVILGCLVKGYFPESVTVITWNSGSLSSSVHT
FPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTK VDRKLRRVVKGEFCRYP

75



ES 2482 145713

Figura 18

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGY SFSAYTMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDGSAVY YCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSSAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVTVTWNSGSLSSSVHT
FPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTKVDKKIETRC

Figura 19

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSIICKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKLLVYSASNRYT
GVPDRFTGSGSGTDFILTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLEIKRADAAP
TVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIVGSERQNGVLNSWTDQDSKD
STYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNETRC

Figura 20

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSS

Figura 21

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFFAY TMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG

GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYFDY WGQGT
TLTVSS

Figura 22

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMDWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVY YCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSS '

Figura 23

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMNWVKQSHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDGSAVYYCARRDWDYFDY WGQGT
TLTVSS

Figura 24

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSHCKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKLLVYSASNRYT
GVPDRFIGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLE!L

Figura 25

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSIICKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKLLVYSASNRYT
GVPDRFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLEIGGGGSGG
GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMNWVKQSHGKNLEWI
GLINPYNGGTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYF
DYWGQGTTLTVSS
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Figura 26

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSIICKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKILLVYSASNRYT
GVPDRFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLEIGGGGSGG
GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFFAYTMNW VK QSHGKNLEWI
GLMYNGGTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDDSAVYYCARRDWDYF
DYWGQGTTLTVSS

Figura 27

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSIICKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKLLVYSASNRYT
GVPDRFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLEIGGGGSGG
GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCK ASGYSFSAYTMDWVKQSHGKNLEWI
GLINPYNGGTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLS LTSDDSAVYYCARRDWDYF
DYWGQGTTLTVSS

Figura 28

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSIICKASQNVGTFVAWYQQKPGQSPKLLVYSASNRY T
GVPDRFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCRQYSSYPYTFGGGTKLEIGGGGSGG
GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFSAYTMNWVKQSHGKNLEWT
GLINPYNGGTNYNQEFEGKATLTVNKSSNTAFMELLSLTSDGSAVYYCARRDWDYF
DYWGQGTTLTVSS

Figura 29
GGGGSGGGGSGGGGS

Figura 30
LINPYNGGTSYNQKFED

Figura 31
LINPYNGGTNYNQKFED
Figura 32
KASQNVGTALA

Figura 33

SASNRNT

Figura 34

QQYSSYPYT
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Figura 35

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVKQTHGKNLEWIGLINPYNG
GTSYNQKFEDKATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVY YCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSSAKTTAPAVYPLAPVCGDTTGSSVILGCLVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVH
TFPAVLOQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNYAHPASSTKVDKKIETRC

Figura 36

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVEKQTHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQKFEDKATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVYYCARRDWDYFDYWGQG
TTLTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVILGCLVKGYFPEPVTILTWNSGSLSSGVH
TFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIETRC

Figura 37

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCK ASGYSFTAYTMNWVKQTHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQKFEDK ATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVYYCARRDWDYFDYWGQG
TTLTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVH
T

Figura 38

DVVMTQSQKFLSTSAGDRVSISCKASQNVGTALAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRNT
GVPDRFTGRGFGTDFTLTISNMQSEDLADYFCQQYSSYPYTFGGGTRLEIKRADAAP
TVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVK WKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKD
STYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNETRC

Figura 39

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVKQTHGENLEWIGLINPYNG

GTSYNQKFBDKATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVYYCARRDWDYFDYWGQGT
TLTVSS |

Figura 40

EVOQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVKQTHGKNLEWIGLINPYNG
GTNYNQKFEDKATLTVDKSSNTAYMDLLS LTSEDSAVYYCARRDWDYFDYWGQG
TTLTVSS '

Figura 41

DVVMTQSQKFLSTSAGDRVSISCKASQNVGTALAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRNT
GVPDRFTGRGFGTDFTLTISNMQSEDLADYFCQQYSSYPYTFGGGTRLEI
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Figura 42

DVVMTQSQKFLSTSAGDRVSISCKASQNVGTALAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRNT

GVPDRFTGRGFGTDFTLTISNMQSEDLADYFCQQYSSYPYTFGGGTRLEIGGGGSGG

GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVKQTHGKNLEW
IGLINPYNGGTSYNQKFEDKATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVYYCARRDWDY
FDYWGQGTTLTVSS

Figura 43

DVVMTQSQKFLSTSAGDRVSISCKASQNVGTALAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRNT

GVPDRFTGRGFGTDFTLTISNMQSEDLADYFCQQYSSYPYTFGGGTRLEIGGGGSGG

GGSGGGGSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTAYTMNWVKQTHGKNLEW
IGLINPYNGGTNYNQKFEDKATLTVDKSSNTAYMDLLSLTSEDSAVYYCARRDWDY
FDYWGQGTTLTVSS

Figura 44

gcetacaccatgaac

Figura 45
gectacaccatggac

Figura 46
cttattaatccttacaatggtggtactaactacaaccaggagitcgaggge

Figura 47
agggactgggactactttgactac

Figura 48
aaggccagicagaatgtgggtactitigtagee

Figura 49
tcggeatccaateggtacact

Figura 50
cggcaatatageagetatccgtacacg
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Figura 51

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTCTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACAACCCCATCAGTCTATCCAC
TGGCCCCTGGGTGTGGAGATACAACTGGTTCCTCCGTGACTCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTACTTCCCTGAGTCAGTGACTGTGACTTGGAACTCTGGATCCCTGTCC
AGCAGTGTGCACACCTTCCCAGCTCTCCTGCAGTCTGGACTCTACACTATGAGCA
GCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCAAGTCAGACCGTCACCTGCAGCGT
TGCTCACCCAGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGACGCGTTGT

Figura 52

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTITGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCCCATCAGTCTATCCAC
TGGCCCCTGGGTGTGGAGATACAACTGGTTCCTCCGTGACTCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTACTTCCCTGAGTCAGTGACTGTGACTTGGAACTCTGGATCCCTGTCC
AGCAGTGTGCACACCTTCCCAGCTCTCCTGCAGTCTGGACTCTACACTATGAGCA
GCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCAAGTCAGACCGTCACCTGCAGCGT
TGCTCACCCAGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGACGCGTTGT

Figura 53

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTITACTCATTCTCTGCCTACACCATGGACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
-ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCCCATCAGTCTATCCAC
TGGCCCCTGGGTGTGGAGATACAACTGGTTCCTCCGTGACTCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTACTTCCCTGAGTCAGTGACTGTGACTTGGAACTCTGGATCCCTGTCC
AGCAGTGTGCACACCTTCCCAGCTCTCCTGCAGTCTGGACTCTACACTATGAGCA

. GCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCAAGTCAGACCGTCACCTGCAGCGT
TGCTCACCCAGCCAGCAGCACCAAGGTGGACA:GAAAATTGAGACGCGTTGTCAA
GGGCGAATTCTGCAGATATCCAT
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Figura 54

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTCTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGGCTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCCCATCAGTCTATCCAC
"TGGCCCCTGGGTGTGGAGATACAACTGGTTCCTCCGTGACTCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTACTTCCCTGAGTCAGTGACTGTGACTTGGAACTCTGGATCCCTGTCC
AGCAGTGTGCACACCTTCCCAGCTCTCCTGCAGTCTGGACTCTACACTATGAGCA
GCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCAAGTCAGACCGTCACCTGCAGCGT
TGCTCACCCAGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGACGCGTTGT

Figura 55

GACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGG
GTCAGCATCATTTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGGTACTTTTIGTAGCCTGGTATC
AACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTACTGGTTTACTCGGCATCCAATCGGTA
CACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCAACAATATGCAGTCTGAAGACCTGGCAGATTATTTCTGCCGGCAATATA
GCAGCTATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTAGAAATAAAACGGGCTG
ATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGG
AGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTC
AAGTGGAAGATTGTTGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACT
GATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACC
AAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACA
TCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGACGCGTTGT

Figura 56

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTCTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA -
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTITAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Figura 57

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTTTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
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Figura 58

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCTCTGCCTACACCATGGACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Figura 59

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTICTCTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACA
ATGGTGGTACTAACTACAACCAGGAGTTCGAGGGCAAGGCCACTTTAACTGTAA
ACAAGTCATCCAACACAGCCTTCATGGAGCTCCTCAGTCTGACATCTGACGGCTC
TGCAGTCTATTACTGTGCGAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Figura 60

GACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGG
GTCAGCATCATTTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGGTACTTTTGTAGCCTGGTATC
AACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTACTGGTTTACTCGGCATCCAATCGGTA
CACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCAACAATATGCAGTCTGAAGACCTGGCAGATTATITCTGCCGGCAATATA
GCAGCTATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTAGAAATA

Figura 61
cttattaatccatacaatggtggtactagctacaaccagaagttcgaggac
Figura 62
cttattaatccttacaatggtggtactaactacaaccagaagttcgaggac
Figura 63

aaggecagicagaatgtgggtactpetitagec
Figura 64

tcggeatccaatcggaacact

Figura 65

cagcaatatagcagctalccttacacg
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Figura 66

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCATACA
ATGGTGGTACTAGCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTTG
ACAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTC
TGCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGCCCCAGCGGTCTATCCAC
TGGCCCCTGTGTGTGGAGATACGACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGT
CAAGGGTTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCC
AGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACCCTCAGCA
GCTCAGTGACTGTAACCTCGAGCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGT
GGCCCACCCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGACGCGTTGT

Figura 67

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACAA
TGGTGGTACTAACTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTCGA
CAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTCT
GCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAG
GCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTATCCACT
GGCCCCTGTGTGTGGAGATACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTC
AAGGGTTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCA
GTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACCCTCAGCAG
CTCAGTGACTGTAACCTCGAGCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGTG
GCCCACCCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGACGCGTTGT

Figura 68

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACAA
TGGTGGTACTAACTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTCGA
CAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTCT
GCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAG
GCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTATCCACT
GGCCCCTGTGTGTGGAGATACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTC
AAGGGTTATITCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCA
GTGGTGTGCACACC '
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Figura 69

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACAA
TGGTGGTACTAACTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTCGA
CAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTCT
GCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAG
GCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTATCCACT
GGCCCCTGTGTGTGGAGATACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTC
AAGGGTTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCA
GTGGTGTGCACACC '

Figura 70

GACGTTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCCTGTCCACATCAGCAGGAGACAGG
- GTCAGCATCTCCTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGGTACTGCTITAGCCTGGTATC
AACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTTTTGATTTACTCGGCATCCAATCGGAA
CACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGGGGATTTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCAGCAATATGCAGTCTGAAGACCTGGCAGATTATTTCTGCCAGCAATATA
GCAGCTATCCTTACACGTTCGGAGGGGGGACCAGGCTGGAAATAAAGCGGGCTG
ATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGG
AGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTICTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTC
 AAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACT
GATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACC
AAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACA
TCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGACGCGTTGT

Figura 71

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCATACA
ATGGTGGTACTAGCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTTG
ACAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTC
TGCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAA
GGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Figura 72

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGAGCTTCAATG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACACCATGAACTGGG
TGAAGCAGACCCATGGAAAGAACCTTGAGTGGATTGGACTTATTAATCCTTACAA
TGGTGGTACTAACTACAACCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACATTAACTGTCGA
CAAGTCATCCAACACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCTGAGGACTCT
GCAGTCTATTATTGTGCAAGAAGGGACTGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAG
GCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
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Figura 73

GACGTTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCCTGTCCACATCAGCAGGAGACAGG
GTCAGCATCTCCTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGGTACTGCTTTAGCCTGGTATC
AACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTTTTGATTTACTCGGCATCCAATCGGAA
CACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGGGGATTTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCAGCAATATGCAGTCTGAAGACCTGGCAGATTATTTCTGCCAGCAATATA
GCAGCTATCCTTACACGTTCGGAGGGGGGACCAGGCTGGAAATA

85



ES 2482 145713

¥ vdnold )
T
FHaiR
- . ~Le by
_."__HI - u.lm—.a .«H.:u .u.«o_.
. o :
= s
SBJI0JONPaJ SBUOIDIDIPUOD 4

¥ L1 qesd

e(ige
<4— HA euaped

86



ES 2482 145713

. vdnold

jw/6Bu
000 00T 0000 0T 000 T €£°c€€~ 00T  €£'ec 0T
( | | ] | — N - o
- 02
‘ - 0P
/T QB e |
1'6 ged e - 09
LT DT coffifone |
6 O] et - 08
- 00T
( __ Lozt

ged44 A 96| ap sisop e| e e}sandsal ap eAIN)

87



ES 2482 145713

HSL9

elsandsal

9. vViNnold

(jw/Bu) uoloeUIDUOD
CEEEE 0000T £EEE 0007~ ££€ 00T 0T T

I i I 1 L. o
- 00T
5 /T OBl el - 00¢
LT 907 cflim 00¢
1'6 QB ol
6
6 OB] .
L 00S
L 009

qed4 A ob| ap sisop e| e Sm_m_._n_mml_ 3p eAIN)

88



ES 2482 145713

L. vdNold

jw /Bu

000 0000

00T 0T 000T €‘€€€ 00T €£‘€€ 0T

16-4" LT qed e
1£1-1'6 qed:. -
P LT G commemmn
1'6 9Cd e
LT O] cuslfffenn
6 DD cmspm

- OF
- 09

- 08

- 0¢C1

sisop e| e e}sandsaJ ap eAIn)

|ON

L 00T

89



ES 2482 145713

HS1a

elsandsal

84 vdNoId

(Jwy/Bu) uoloeUaOUO)

—

-0
- 00T
160" LT (B4 empe
b /T QR cmififerm - 002
LT DO] il
e . - 00€
TLT-T°6 QR wmedons
T'6 e miiiem - 00t
A 10T et
, - 00S
- 009

sisop | e e}sandsal ap eAIN)

90



ES 2482 145713

6. YdNoId

NALT W™ _ Chiaeesan D retrenanaraaasananans
a6 Zlavw=¢ezoblzaysy 0 Ll e
R a0y = QNme_ LOVYSH DY¥VVIVY VDD LORYYOOVODDDDOVEDDLLOOYIVL
Mbhnﬂ E --------------------------------------------- L R R I R N I N R H
A6 T Drrreserteaitenesnan D heenaa- eyt e e ae i anae ey
s ADRLEID DY ODVLY L YNOYOD DI LL LY LIY DY DD LoD YO UYL DEID INL YV OOVIL YD ¥DLOLOVI LLEYOTOVODO LD
T rorrerearacnrran L
HAGQUW * o reeereerresseraiesainanias terasraa e R P Dttt retterre s eaaatar e e ey
ST-PAYAL T LB VT IODDIVBLNDD LOVDD IDYDVIADDLVEDIL ¥0ODD IOV LL IND LD VIO Y VLD DL I VO VED YOIV VOU DN VD LVLOOI0D
- .
MALTEWI * Qo -t ot remrssasstsnaienonsasnsanns Levtecvereenaonnanas Dretestecenaigiiiaaiias tereerrenanns Craageee.
MAGQUU ¢t gLr e eeeeee catesreenens Ceggeereeeenes Gt rtitaatstiieenans L
LoGAATT 0 DL LEAN LS EYILOEDD SOVED DLIOVDI YO YOI DD DYDY YDOVL DYD.LY J¥IDLOLYIL LYY VYYD O LOYIDO VDL VD LOLIYI¥OY
&Enﬂa drae v AL R R A A I L N I B R RN R R B ) L N N
gm% lllllllllllllllllll ll_..-.l- LR R I R A I B R B B AR B B I O m004
EOHDT ¥DLDDIDIOVOYILIIO YD OYDDOVYDID BHDIONIIVOLLIOVLD
ZSOAHOT OV ODDIIY -~~~
EHAE --------- H—i-—-l ................ AL BU.OBD.;OU&H- D-.ﬂ-lvll.-.‘.lltﬂ-‘. ----- U IIIII 4 lllllllll
T fiaptsactestiasaiatsianannn Sreerecenac Lo gntrrmepre et ereirants grrraygrenaaes wyrr e Mopereire
SETSTAHDI YOVYDBLOIDVILYLDIDYDBIDID VDY IDIYINOIIDBYOVEILILYDOI VI LINOOVINIO YOO I0D IO YR ¥YOLIO L ¥OLINOYIDDD
GALTGYE =+ g s prrrrrrrererrraney Yrorrretrrrrarerrrae grorrgDT e greeeenrenas Qerereraantancan v
) gm% - d e mwe U !!!!! wnnA‘ nnnnn .ﬁ‘Qlo.u-.I..lU......-'ﬁ...IgU lllllllll LR RN I ) 4 lllllllllll s rsersswe -lll..‘l.

GETSTAHDT WYDADOVYIILAYYOYIIVYYOVIIOVIOVIODIDALYYDVIIDDIVDLIYIVIVDD LIVODIOVOLIDD OV AVY YOOI Y IDD¥DYIOYY DIADD LOVLOL

YALTGYW **D* - PR LR R KRR ER TR groov grroree AR R R R grorr et L]
YASqYW - D= - PR SRR E LR R LR L AR R L N AR AR R ] IR RL LR R R LA
SETSTAHDI YDVYDVIOVEIOVDILYDIOVILDDIOLIIDOYYIDIO0IN LODYYDIOYDLILIDN DDIDDOYYDLODIDDYDLIDYDDIDLOVODYOD LODYIDIVOND

uojel ap A uoibal e] ap sauab ap eljiwe} ] dp SO| UOD

A

sopeaul|e saploJl} 3P SduURINWNSS SqYW 3P JA A HA 9p Selouanodas ap soje( —

91



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos




