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DESCRIPCION
Anticuerpo para el receptor de tirotropina y sus usos

La presente invencion se refiere a comparieros de unién (tales como anticuerpos monoclonales o recombinantes)
para el receptor de tirotropina (receptor de la TSH o TSHR) y sus usos.

La tirotropina u hormona estimulante de la tiroides (TSH) es una hormona pituitaria que juega un papel clave en la
regulacion de la funcion de la tiroides. Su liberacién es estimulada por la hormona TRH formada en el hipotalamo y
la TSH controla la formacion y liberacion de las importantes hormonas de la tiroides, tiroxina (T4) y triyodotironina
(T3). Sobre la base de un mecanismo de retroalimentacion, el contenido de hormonas de la tiroides en el suero
controla la liberacion de la TSH. La formacion de T3 y T4 por las células de la tiroides es estimulada por la TSH
mediante un procedimiento en donde la TSH liberada por la pituitaria se une al receptor de la TSH de la membrana
celular de la tiroides.

En la enfermedad de Graves (un trastorno autoinmune comun) se forman anticuerpos del receptor de la TSH (TRADb)
y estos autoanticuerpos se unen al receptor de la TSH de tal manera que imitan las acciones de la TSH, estimulando
la glandula tiroides para producir altos niveles de hormonas de la tiroides. Estos autoanticuerpos se describen como
aquellos que tienen actividad estimulante. En algunos pacientes, los autoanticuerpos se unen al receptor de la TSH,
pero no estimulan la produccidon de hormonas de la tiroides y se describen como aquellos que tienen actividad
bloqueadora. (J Sanders, Y Oda, SA Roberts, M. Maruyama, J. Furmaniak, B Rees Smith, "Understanding the
thyrotropin receptor function-structure relationship”, Endocrinology and Metabolism Clinical, Ed TF Davies 1997, 11
(3): 451-479; pub Balliere Tindall, Londres).

Las mediciones de los anticuerpos del receptor de la TSH son importantes en el diagnoéstico y manejo de la
enfermedad de Graves y otros trastornos de la tiroides. Actualmente se usan tres tipos de ensayos para medir los
anticuerpos del receptor de la TSH:

(a) ensayos de union competitivos que miden la capacidad de los anticuerpos del receptor de la TSH para inhibir la
union de la TSH a preparaciones del receptor de la TSH;

(b) bioensayos que miden la capacidad de los anticuerpos del receptor de la TSH para estimular células que
expresan al receptor de la TSH en cultivo; y

(c) inmunoprecipitacion de preparaciones del receptor de la TSH con anticuerpos del receptor de la TSH.
La medicién de los anticuerpos del receptor de la TSH usando tales ensayos se describe en las referencias:

J Sanders, Y Oda, S-A Roberts, M Maruyama, J Furmaniak, B Rees Smith; "Understanding the thyrotropin receptor
function-structure relationship" Balliere’s Clinical Endocrinology and Metabolism; Ed TF Davies 1997; 11 (3): 451 -
479; pub Balliere Tindall, Londres.

J Sanders, Y Oda, S Roberts, A Kiddie, T Richards, J Bolton, V McGrath, S Walters, J Jaskolski, J Furmaniak, B
Rees Smith; " The interaction of TSH receptor autoantibodies with 125I-labelled TSH receptor"; Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism 1999; 84 (10): 3797 - 3802.

Se ha reconocido durante muchos afios que los anticuerpos monoclonales humanos para el receptor de la TSH
derivados de linfocitos de pacientes serian reactivos valiosos para comprender la patogénesis de la enfermedad de
Graves y para desarrollar nuevos procedimientos de medicién de anticuerpos receptores de la TSH, por ejemplo,
como sustitutos de la TSH en ensayos de union competitiva. Ademas, como los anticuerpos del receptor de la TSH
en suero del paciente son usualmente potentes estimuladores de la tiroides (agonistas de la TSH), estimulantes de
anticuerpos monoclonales humanos del receptor de la TSH, serian valiosos para aplicaciones in vivo cuando el
tejido que contiene el receptor de la TSH (por ejemplo, tejido de la tiroides o tejido canceroso de la tiroides)
requiriese estimulacion. Ademas, dado que algunos anticuerpos del receptor de la TSH en suero del paciente son
potentes antagonistas de la TSH (anticuerpos de bloqueo), los anticuerpos del receptor de la TSH monoclonales
humanos que son antagonistas de la TSH serian valiosos para aplicaciones in vivo cuando la actividad del tejido que
contiene el receptor de la TSH (por ejemplo, tejido de la tiroides o tejido canceroso de la tiroides) requiriera
inactivacion o hacerse insensible a la TSH, a los anticuerpos del receptor de la TSH o a otros estimuladores.

También se ha reconocido que una de las principales ventajas de los anticuerpos del receptor de la TSH monoclonal
humana sobre la TSH en tales aplicaciones in vitro y/o in vivo seria la relativa facilidad con la que pueden
manipularse anticuerpos. Por ejemplo, la manipulacion de la regidon de union al receptor de la TSH de los
anticuerpos monoclonales para cambiar sus caracteristicas, tales como las caracteristicas biologicas y de afinidad
incluyendo su grado de actividad agonista o antagonista de la TSH. Ademas, los anticuerpos monoclonales tendran
una vida media mucho mas larga que la TSH in vivo y esto puede tener ventajas considerables en ciertas
aplicaciones in vivo. Ademas, la vida media de los anticuerpos puede manipularse facilmente, por ejemplo, los
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fragmentos Fab de un anticuerpo tienen una vida media mucho mas corta que la IgG intacta. Estas propiedades
generales de los anticuerpos del receptor de la TSH se describen en publicaciones tales como B Rees Smith, SM
McLachlan, J Furmaniak; "Autoantibodies to the thyrotropin receptor"; Endocrine Reviews 1988; 9: 106-121; B Rees
Smith, KJ Dorrington, DS Munro; "The thyroid stimulating properties of long-acting thyroid stimulator yG-globulin
subunits"; Biochimica et Biophysica Acta 1969; 192: 277-285; KJ Dorrington, DS Munro; "The long acting thyroid
stimulator”; Clinical Pharmacology and Therapeutics 1966; 7: 788-806.

Otra ventaja adicional de los anticuerpos del receptor de la TSH monoclonal humana podria estar en su uso para
identificar y proporcionar nuevos tipos de sitios de uniéon a anticuerpos del receptor de la TSH. Por ejemplo,
mediante la generacion de anticuerpos para las regiones de los anticuerpos del receptor de la TSH monoclonal
humana que se unen al receptor de la TSH. Algunos de los anticuerpos antiidiotipicos producidos de esta manera
podrian tener potencial como nuevos ligandos para los ensayos de anticuerpos del receptor de la TSH, TSH y
compuestos relacionados. También pueden ser agentes eficaces in vivo para regular la accion de los anticuerpos del
receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados.

Son bien conocidos otros procedimientos para identificar y proporcionar nuevos tipos de sitios de unién a
anticuerpos que utilizan anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, mediante el cribado de anticuerpos de las
bibliotecas de péptidos aleatorios desplegadas en fagos como lo describen JC Scott y GP Smith; "Searching for
peptide ligands with an epitope library"; Science 1990; 249(4967): 386-390 and MA Myers, JM Davies, JC Tong, J
Whisstock, M Scealy, IR MacKay, MJ Rowley; "Conformational epitopes on the diabetes autoantigen GAD65
identified by peptide phage display and molecular modelling"; Journal of Immunology 2000; 165: 3830-3838.
También se puede llevar a cabo el cribado de anticuerpos de compuestos no peptidicos y bibliotecas de compuestos
no peptidicos. Nuevos tipos de sitios de unién al anticuerpo del receptor de la TSH identificados y proporcionados
usando estos procedimientos pueden ser también Utiles como nuevos ligandos en ensayos para anticuerpos del
receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados. Ademas, pueden ser agentes eficaces in vivo para regular la
accion de anticuerpos del receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados. En vista del valor potencial de los
anticuerpos del receptor de la TSH monoclonales humanas, se han realizado esfuerzos considerables durante
muchos afios para producir tales anticuerpos (véase, por ejemplo, B Rees Smith, SM McLachlan, J. Furmaniak,
"Autoantibodies to the thyrotropin receptor”; Endocrine Reviews 1988; 9: 106-121. Sin embargo, hasta la fecha estos
esfuerzos han sido infructuosos (véase, por ejemplo, SM MclLachlan, B Rapoport; "Monoclonal, human
autoantibodies to the TSH receptor - The Holy Grail and why are we looking for it"; Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism 1996; 81: 3152-3154 y JHW van der Heijden, TWA de Bruin, KAFM Gludemans, J de Kruif, JP
Banga, T Logtenberg; "Limitations of the semisynthetic library approach for obtaining human monoclonal
autoantibodies to the thyrotropin receptor of Graves’ disease"; Clinical and Experimental Immunology 1999; 118:
205-212).

Los documentos WO 02/08723 y EP 1078986 divulgan anticuerpos humanos monoclonales orientados al receptor
de la TSH humana que inhiben la unién de la TSH al receptor de la TSH y sus usos en inmunoensayos competitivos
para la deteccion de autoanticuerpos del receptor de la TSH. Es un objeto de la presente invencién proporcionar un
compafero de unién para el receptor de la TSH capaz de interactuar con el receptor de la TSH de una manera
comparable a la interaccion de autoanticuerpos del receptor de la TSH con el receptor de la TSH, en particular es un
objetivo de la presente invencién proporcionar anticuerpos monoclonales humanos al receptor de la TSH que
exhiben una interaccion comparable con los mismos como se observa con los anticuerpos del receptor de la TSH
presentes en los sueros de pacientes con enfermedad de Graves de hipertiroidismo y también proporcionar sus
preparaciones recombinantes. Las dificultades considerables de producir anticuerpos monoclonales humanos del
receptor de la TSH se han superado en la invencién descrita en la presente memoria. En particular, se describe la
produccién exitosa de un anticuerpo monoclonal humano del receptor de la TSH con las caracteristicas de los
autoanticuerpos encontrados en los sueros de pacientes con enfermedad de Graves de hipertiroidismo. El
anticuerpo monoclonal del receptor de la TSH humana que hemos producido (descrito aqui como hMAb TSHR1) se
une al receptor de la TSH con alta afinidad y de tal manera que pequefias cantidades del anticuerpo inhiben la union
de la TSH marcada al receptor de la TSH y pequefias cantidades actian como potentes estimuladores de la tiroides.
Los fragmentos Fab del anticuerpo y las preparaciones de Fab recombinante son estimuladores de la tiroides
igualmente eficaces e inhibidores de la unién de la TSH marcada como IgG intacta. Fab monoclonal e | o la IgG
intacta se pueden marcar con '5| o biotina y se muestra que se unen al receptor de la TSH. Dicha unién es inhibida
por los autoanticuerpos del receptor de la TSH en sueros de pacientes.

La presente invencion proporciona procedimientos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a2 o 7 a 10;
y también proporciona kits de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10. Por lo tanto, la presente
divulgacioén proporciona un compariero de union para el receptor de la TSH, cuyo compariero de unién comprende, o
se deriva de un anticuerpo monoclonal o recombinante humano, o uno o mas de sus fragmentos, reactivos con el
receptor de la TSH.

En particular, se proporciona por la presente divulgacion un compafero de unién para el receptor de la TSH, cuyo
compafero de unién comprende, o se deriva de, un anticuerpo monoclonal humano, o uno o mas de sus
fragmentos, reactivos con el receptor de la TSH.
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En particular, la presente divulgacion proporciona un comparfiero de unién para el receptor de la TSH, cuyo
compafiero de unién comprende o se deriva de un anticuerpo monoclonal humano o uno o mas de sus fragmentos,
reactivos con el receptor de la TSH.

En particular, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal humano, o uno o mas de sus
fragmentos, reactivo con el receptor de la TSH.

En particular, se proporciona por la presente divulgacion un anticuerpo recombinante humano, o uno o mas de sus
fragmentos, reactivos con el receptor de la TSH. Particularmente, la presente invencion proporciona uno o mas
fragmentos de un anticuerpo recombinante humano reactivo con el receptor de la TSH.

Un compafiero de union de acuerdo con la presente divulgacion y en particular, un anticuerpo monoclonal o
recombinante humano reactivo con el receptor de la TSH de acuerdo con la presente invencién puede caracterizarse
ademas por su capacidad para inhibir la unién de la TSH al receptor de la TSH y/o su capacidad para estimular el
receptor de la TSH, los cuales se ha visto que son comparables a las respectivas propiedades inhibidoras y
estimuladoras de los autoanticuerpos del receptor de la TSH presentes en los sueros obtenidos de pacientes con
enfermedad de Graves.

Mas particularmente, un compafiero de unién de acuerdo con la presente divulgacion, y en particular un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano de acuerdo con la presente invencién, puede caracterizarse por una actividad
inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 15 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 30 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o uno o mas fragmentos de tal anticuerpo monoclonal o
recombinante.

Mas particularmente, un compafiero de unién de acuerdo con la presente divulgacion, y en particular un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano de acuerdo con la presente invencién, puede caracterizarse ademas por una
actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por las células que expresan el receptor de la TSH, de
al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de
al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de
al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg o mas preferiblemente
de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o uno o mas
fragmentos de tal anticuerpo monoclonal o recombinante.

En una realizacion preferida de la presente invencién, un compafiero de unién de acuerdo con la presente
divulgacion, y en particular un anticuerpo monoclonal o recombinante humano de acuerdo con la presente invencion,
se puede caracterizar por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan al receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg;

o uno o mas fragmentos de tal monoclonal o recombinante anticuerpo.

En el caso en que un compafiero de uniéon de acuerdo con la presente divulgacion comprende o se deriva de uno o
mas fragmentos de un anticuerpo monoclonal o recombinante reactivo con el receptor de la TSH, en particular por
ejemplo uno o mas fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal o recombinante reactivo con el receptor de la TSH,
puede ser preferible que tal compafiero de unién se pueda caracterizar por una actividad inhibidora con respecto a la
unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg.

También se puede preferir en el caso en donde un compafero de union de acuerdo con la presente divulgacion
comprende o se deriva de uno o mas fragmentos de un anticuerpo monoclonal o recombinante reactivo con el
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receptor de la TSH, en particular por ejemplo uno o mas fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal o
recombinante reactivo con el receptor de la TSH, que dicho compariero de unién puede caracterizarse por una
actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la TSH, de al
menos aproximadamente 50 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al
menos aproximadamente 100 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al
menos aproximadamente 200 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de
al menos aproximadamente 400 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg.

Puede ser aun mas preferido en el caso en donde un compafiero de unién de acuerdo con la presente divulgacion
comprende o se deriva de uno o mas fragmentos de un anticuerpo monoclonal o recombinante reactivo con el
receptor de la TSH, en particular por ejemplo uno o mas fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal o
recombinante reactivo con el receptor de la TSH, que dicha pareja de unién puede caracterizarse por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos
aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 50 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 100 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 200 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 400 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg.

En un caso preferido, la presente divulgacion proporciona un compariero de union para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal humano), que es capaz de unirse al receptor de la TSH preferiblemente para
estimular el receptor de la TSH y que comprende un dominio VH del anticuerpo seleccionado del grupo que consiste
en un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO. 1 y un dominio VH que comprende una o mas CDR de VH
con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 2, la SEQ ID NO. 3y la SEQ ID NO. 4.

En una primera realizacion de la presente divulgacion, se proporciona, por lo tanto, un compafero de unién para el
receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal humano), que es capaz de unirse al receptor de la TSH
preferiblemente para estimular al receptor de la TSH y que comprende un dominio VH del anticuerpo como se
muestra en la SEQ ID NO. 1.

En una segunda realizacion de la presente divulgacion, se proporciona, por lo tanto, un comparfero de union para el
receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal humano), cuyo compafiero de unién es capaz de unirse al
receptor de la TSH preferiblemente para estimular al receptor de la TSH que comprende un dominio VH del
anticuerpo que comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID
NO. 2,1a SEQID NO. 3y la SEQ ID NO. 4.

Se apreciara que un compafiero de unién de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un dominio VH
del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito aqui anteriormente en ausencia de un dominio VL del
anticuerpo. Se sabe que los dominios de inmunoglobulina individuales, especialmente los dominios VH, son capaces
de unirse a antigenos objetivo de una manera especifica. Alternativamente, un compariero de unién de acuerdo con
la presente divulgacion puede comprender un dominio VH del anticuerpo emparejado con un dominio VL del
anticuerpo para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende tanto dominios VH como VL para un
receptor de la TSH empleando técnicas bien conocidas en la técnica (Biochim. Biophys. Acta, 192 (1969) 277 - 285,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, Vol. 89, paginas 10026 - 10030, noviembre de 1992).

En un caso preferido, la presente divulgacion, sin embargo, un compafiero de unién para el receptor de la TSH, que
es capaz de unirse al receptor de la TSH de preferencia para estimular el receptor de la TSH y que comprende:

un dominio VH del anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO. 1 y un dominio VH que comprende una o mas CDR de VH con
una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 2, la SEQ ID NO. 3y la SEQ ID NO. 4; y/o

un dominio VL del anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

un dominio VL como se muestra en la SEQ ID NO. 6 y un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con
una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 7, la SEQ ID NO. 8 y la SEQ ID NO. 9.

Puede ser preferido de acuerdo con la presente divulgacion que un compariero de unién sustancialmente como se
ha descrito anteriormente incluya un dominio VH del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 624241 T3

emparejado con un dominio VL del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para
proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende tanto dominios VH como VL para el receptor de la TSH,
aunque tal como se describe adicionalmente, un dominio VH del anticuerpo, o un dominio VL del anticuerpo, pueden
utilizarse independientemente para unirse a un receptor de la TSH. Se apreciara, por lo tanto, que un compafiero de
unién sustancialmente como se ha descrito anteriormente puede comprender un dominio VH del anticuerpo
sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui en ausencia de un dominio VL del anticuerpo. También se
apreciara, por tanto, que un compafero de unién sustancialmente como se ha descrito anteriormente puede
comprender un dominio VL del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui en ausencia de
un dominio VH del anticuerpo. Alternativamente, un compafiero de uniéon sustancialmente como se ha descrito
anteriormente puede comprender un dominio VH del anticuerpo emparejado con un dominio VL del anticuerpo
sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que
comprende tanto dominios VH como VL para el receptor de la TSH.

Las realizaciones preferidas de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir, por tanto, un compafero de
unién sustancialmente como se ha descrito anteriormente, que comprende un dominio VH del anticuerpo como se
muestra en la SEQ ID NO. 1 emparejado con un dominio VL del anticuerpo como se muestra en la SEQ ID NO. 6
para proporcionar un sitio de unioén de anticuerpo, que comprende ambos dominios VH y VL para el receptor de la
TSH.

Se contempla ademas de acuerdo con la presente divulgacion que los dominios VH sustancialmente como se ha
descrito anteriormente se pueden emparejar con dominios VL distintos de los descritos especificamente en la
presente memoria. También se contempla ademas de acuerdo con la presente divulgacién que los dominios VL
sustancialmente como se ha descrito anteriormente se pueden emparejar con dominios VH distintos de los descritos
especificamente en la presente memoria.

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente divulgacion, se proporciona un compafiero de union
sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para el receptor de la TSH, que es capaz de unirse al
receptor de la TSH para estimular el receptor de la TSH y que puede comprender:

un dominio VH del anticuerpo que comprende:

un dominio VH que comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ
ID NO. 2, la SEQ ID NO. 3yla SEQ ID NO. 4; y/o

un dominio VL del anticuerpo que comprende:

un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ
ID NO. 7,1a SEQ ID NO. 8 y SEQ ID NO. 9.

Una o mas CDR como se ha mencionado anteriormente pueden tomarse de los dominios VH y VL anteriormente
descritos y se incorporan en un marco adecuado. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una o mas CDR
sustancialmente como se ha descrito anteriormente se puede incorporar en regiones marco de anticuerpos que
difieran de hMAb TSHR1 especificamente descritas en la presente divulgacion, incorporando dichos anticuerpos una
o mas CDR y siendo capaces de unirse al receptor de la TSH, preferiblemente para estimular el receptor de la TSH
sustancialmente como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, la presente invencién puede proporcionar un
polipéptido capaz de unirse al receptor de la TSH para estimular el receptor de la TSH sustancialmente como se ha
descrito anteriormente y que comprende la conformacién estructural primaria de aminoacidos como se representa
por una o mas de las CDR como se describe especificamente en la presente memoria, opcionalmente junto con
otros aminoacidos, los cuales pueden aumentar la afinidad de unién de una o mas CDR como se describe aqui para
el receptor de la TSH o pueden no jugar sustancialmente ningun papel en afectar las propiedades de union del
polipéptido para el receptor de la TSH.

La presente divulgacion también abarca variantes, analogos, derivados y fragmentos del anticuerpo monoclonal
humano especifico descrito en la presente memoria, dominios VH, CDR vy polipéptidos descritos en la presente
memoria, variantes, analogos, derivados y fragmentos que conservan la capacidad de interaccionar con el receptor
de la TSH (tal como por ejemplo para estimular el receptor de la TSH) sustancialmente como se ha descrito
anteriormente.

Los términos "variantes", "analogos", "derivados" y "fragmentos" tal como se usan aqui pueden caracterizarse como
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o polipéptidos que retienen esencialmente la misma funcién o actividad
bioldgica que un anticuerpo monoclonal humano que tiene un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO: 1 y un
dominio VL como se muestra en la SEQ ID NO.6 y en particular con respecto a sus propiedades de unién para el
receptor de la TSH. De manera adecuada, las variantes, analogos, derivados y fragmentos, y variantes, analogos y
derivados de los fragmentos como se describen en el presente documento, tienen una conformacién estructural
primaria de aminoacidos en la que varios o algunos (tal como 5a 10, 1 a 5 0 1 a 3) de los residuos de aminoacidos
de un anticuerpo monoclonal humano que tiene un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO: 1 y un dominio
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VL como se muestra en la SEQ ID NO: 6 se sustituyen, suprimen o afiaden, en cualquier combinacion.
Especialmente preferidas entre estas estan las sustituciones silenciosas, adiciones y supresiones que no alteran o
alteran sustancialmente la actividad bioldgica o la funcion de un anticuerpo monoclonal humano que tiene un
dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO: 1 y un dominio VL como se muestra en la SEQ ID NO. 6. Se pueden
preferir sustituciones conservadoras como se describira mas adelante en mayor detalle.

Mas particularmente, las variantes, analogos o derivados de un anticuerpo monoclonal humano que tiene un dominio
VH como se muestra en la SEQ ID NO: 1 y un dominio VL como se muestra en la SEQ ID NO: 6 de acuerdo con la
presente divulgacion pueden ser aquellos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos estan sustituidos
con un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un residuo de aminoacido conservado),
o aquellos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente o similar. Dichas
variantes, derivados y analogos se consideran dentro del alcance de los expertos en la técnica a partir de las
ensefianzas de la presente divulgacion.

Mas tipicamente, variantes, analogos o derivados son aquellos que varian de un anticuerpo monoclonal humano de
referencia que tiene un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO. 1 y un dominio VL como se muestra en la
SEQ ID NO. 6 por sustituciones conservadoras de aminoacidos. Tales sustituciones son aquellas que sustituyen un
aminoacido dado por otro aminoacido de caracteristicas similares. Tipicamente se consideran sustituciones
conservadoras las sustituciones, una por otra, entre los aminoacidos alifaticos A, V, L e |; entre los residuos hidroxilo
S y T; entre los residuos acidos D y E; entre los residuos de amida N y Q; entre los residuos basicos Ky R; y entre
los residuos aromaticos Fy Y.

Se apreciara que el término fragmento como se usa aqui en particular se refiere a fragmentos de anticuerpos
especificamente como se describe aqui y forma un aspecto importante de la presente divulgacion. De esta manera,
se puede proporcionar un anticuerpo monoclonal o recombinante humano proporcionado por la presente invencién
como cualquiera de los siguientes fragmentos: (i) el fragmento Fab que consiste en dominios VL, VH, C_ y Cy1; (ii) el
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y Cy1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH; (iv)
el fragmento dAb que consiste en un dominio VH; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos; y (vii) moléculas Fv de cadena sencilla (scFv), en las que un
dominio VH y un dominio VL estan unidos por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien
para formar un sitio de union al antigeno.

Alternativamente, un anticuerpo monoclonal o recombinante humano de acuerdo con la presente divulgacion puede
comprender un anticuerpo IgG entero, por lo que el anticuerpo incluye regiones variables y constantes.

La presente divulgacion también proporciona un compafiero de union adicional capaz de unirse al receptor de la
TSH, que puede competir por la unién al receptor de la TSH con un compafriero de unién para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, donde el
compafero de unién adicional no comprende la TSH. Preferiblemente, este compariero de unién adicional puede
comprender un anticuerpo adicional que tenga un sitio de unién para una region de epitopo del receptor de la TSH, y
que pueda competir por la unién al receptor de la TSH con un compafiero de unién por el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal humano) como se ha descrito anteriormente. Un compariero de union
adicional adecuado puede comprender un anticuerpo monoclonal de ratén, que se puede producir preferiblemente
de acuerdo con técnicas sustancialmente como se describe en los Ejemplos, empleando la inmunizacién de ratones
con un receptor de la TSH mediante técnicas conocidas en la técnica.

La presente divulgacion también puede proporcionar un compafiero de unién adicional capaz de unirse al receptor
de la TSH, que puede comprender, o se deriva de, un anticuerpo monoclonal o recombinante humano, o uno o mas
de sus fragmentos, reactivos con el receptor de la TSH. En particular, este compafiero de unién adicional puede
comprender un anticuerpo adicional que tenga un sitio de unién para una region de epitopo del receptor de la TSH,
donde dicho anticuerpo adicional sea capaz de unirse al receptor de la TSH y pueda competir por la unién al
receptor de la TSH con un compafiero de unién por el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal
humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente. Convenientemente, tal compafero de unién adicional
puede derivarse de un compariero de unién especifico como se describe aqui, hMAb TSHR1, mediante técnicas de
mutagénesis adecuadas, tales como mutaciones puntuales o similares, de manera que se obtenga un compariero de
unién adicional para el receptor de la TSH que pueda competir con un compariero de unién sustancialmente como
se describe aqui (tal como hMAb TSHR1) para la interaccion con el receptor de la TSH.

Preferiblemente, un compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH puede comprender un anticuerpo
monoclonal o recombinante y puede caracterizarse por una actividad inhibidora con respecto a la union de la TSH al
receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
o0 uno o mas fragmentos del anticuerpo. También se puede preferir que dicho compafiero de union adicional de
acuerdo con la presente invencidon se pueda caracterizar por una actividad estimuladora con respecto a la
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produccién de cAMP por células que expresan el receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240
unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o uno o mas fragmentos del anticuerpo.

También puede ser incluso mas preferido que tal compafiero de unién adicional de la presente divulgacion, se pueda
caracterizar por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,

0 uno o mas de sus fragmentos.

Un anticuerpo monoclonal de ratén preferido que proporciona un compafero de unién adicional de acuerdo con la
presente divulgacion comprende 9D33 preparado adicionalmente a los Ejemplos y que tiene secuencias de
aminoacidos y polinucleétidos como se ilustra en las Figuras 9 a 12 y los listados de secuencia 19 a 38. De acuerdo
con la presente divulgacion, se proporciona, por lo tanto, un compafero de unién adicional para el receptor de la
TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal de ratén), que comprende un dominio VH del anticuerpo como se
muestra en la SEQ ID NO. 19.

Un compafero de union adicional proporcionado por la presente divulgacion también puede caracterizarse por
comprender un dominio VH del anticuerpo que comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de
aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 20, la SEQ ID NO. 21y SEQ ID NO. 22.

Se apreciara que un compafiero de unién adicional de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un
dominio VH del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui en ausencia de un dominio VL
del anticuerpo. Se sabe que los dominios de inmunoglobulina unicos, especialmente los dominios VH, son capaces
de unirse a antigenos objetivo de una manera especifica. Alternativamente, un compafiero de unién adicional de
acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un dominio VH del anticuerpo emparejado con un dominio
VL del anticuerpo para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende tanto dominios VH como VL
para un receptor de la TSH empleando técnicas bien conocidas en la técnica (Biochim. Acta, 192 (1969) 277 - 285,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, Vol. 89, paginas 10026 - 10030, noviembre de 1992).

En un caso preferido, la presente divulgacion proporciona, sin embargo, un compariero de unién adicional para el
receptor de la TSH, cuya pareja de unioén adicional comprende:

un dominio VH del anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

un dominio VH como se muestra en la SEQ ID NO. 19 y un dominio VH que comprende una o mas CDR de VH con
una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 20, la SEQ ID NO. 21 y SEQ ID NO. 22; y/o

un dominio VL del anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

un dominio VL como se muestra en la SEQ ID NO. 24 y un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con
una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 25, la SEQ ID NO. 26 y la SEQ ID NO. 27.

Puede ser preferido de acuerdo con la presente divulgacion que un compafiero de unidn adicional sustancialmente
como se ha descrito anteriormente incluya un dominio VH del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito
anteriormente, emparejado con un dominio VL del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente
aqui para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende tanto VH como VL para el receptor de la TSH,
aunque tal como se describe adicionalmente se pueden usar independientemente un dominio VH del anticuerpo, o
un dominio VL del anticuerpo, para unirse a un receptor de la TSH. Se apreciara, por lo tanto, que un compafiero de
unién adicional sustancialmente como se ha descrito anteriormente puede comprender un dominio VH del anticuerpo
sustancialmente como se ha descrito anteriormente en la presente divulgacion en ausencia de un dominio VL del
anticuerpo. También se apreciara, por lo tanto, que un compafiero de unién adicional sustancialmente como se ha
descrito anteriormente puede comprender un dominio VL del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito
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anteriormente aqui en ausencia de un dominio VH del anticuerpo. Alternativamente, un compafiero de unién
adicional sustancialmente como se ha descrito anteriormente puede comprender un dominio VH del anticuerpo
emparejado con un dominio VL del anticuerpo sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para
proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende tanto dominios VH como VL para el receptor de la TSH.

Las realizaciones preferidas de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir, por tanto, un comparfero de
unién adicional sustancialmente como se ha descrito anteriormente que comprende un dominio VH del anticuerpo
como se muestra en la SEQ ID NO. 19 emparejado con un dominio VL del anticuerpo como se muestra en la SEQ
ID NO. 24 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo, que comprende ambos dominios VH y VL para el
receptor de la TSH.

Se contempla ademas de acuerdo con la presente divulgacion que los dominios VH sustancialmente como se ha
descrito anteriormente se pueden emparejar con dominios VL distintos de los descritos especificamente en la
presente memoria. También se contempla ademas de acuerdo con la presente divulgacién que los dominios VL
sustancialmente como se ha descrito anteriormente se pueden emparejar con dominios VH distintos de los descritos
especificamente en la presente memoria.

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente divulgacion, se proporciona un compafiero de union
adicional sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para el receptor de la TSH, cuyo compafiero de
union adicional es capaz de unirse al receptor de la TSH para inhibir la estimulacion del receptor de la TSH y que
puede comprender:

un dominio VH del anticuerpo que comprende:

un dominio VH que comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ
ID NO. 20, la SEQ ID NO. 21y SEQ ID NO. 22; y/o

un dominio VL del anticuerpo que comprende:

un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ
ID NO. 25, la SEQ ID NO. 26 y SEQ ID NO. 27.

Una o mas CDR como se ha mencionado anteriormente pueden tomarse de los dominios VH y VL anteriormente
descritos y se incorporan en un marco adecuado. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una o mas CDR
sustancialmente como se ha descrito anteriormente se puede incorporar en regiones marco de anticuerpos que
difieran de 9D33 especificamente descritas en la presente divulgacion, incorporando dichos anticuerpos por lo tanto
una o mas CDR y siendo capaces de unirse al receptor de la TSH. Alternativamente, la presente divulgacion puede
proporcionar un polipéptido capaz de unirse al receptor de la TSH que comprende la conformacion estructural
primaria de aminoacidos como se representa por una o mas CDR como se describe especificamente en la presente
memoria, opcionalmente junto con otros aminoacidos, donde los aminoacidos adicionales pueden mejorar la afinidad
de unién de una o mas CDR tal como se describe aqui para el receptor de la TSH o puede no jugar sustancialmente
ningun papel en afectar las propiedades de union del polipéptido para el receptor de la TSH.

Se apreciara que el término fragmento como se usa aqui en particular se refiere a fragmentos de anticuerpos
especificamente como se describe aqui y forma un aspecto importante de la presente divulgacion. De esta manera,
se puede proporcionar un compafiero de unién adicional de acuerdo con la presente invencién como cualquiera de
los siguientes fragmentos: (i) el fragmento Fab que consiste en dominios VL, VH, C_ y Cy1; (ii) el fragmento Fd que
consiste en los dominios VH y Cu1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH; (iv) el fragmento dAb
que consiste en un dominio VH; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos; y (vii) moléculas de Fv de cadena sencilla (scFv), en las que un dominio VH
y un dominio VL estan unidos por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar
un sitio de unién al antigeno.

Alternativamente, un anticuerpo monoclonal o recombinante de raton de acuerdo con la presente divulgacion, tal
como 9D33, puede comprender un anticuerpo IgG entero, por lo que el anticuerpo incluye regiones variables y
constantes.

La presente divulgacion también proporciona un polinucledtido que comprende:

(i) una secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO. 10, la SEQ ID NO. 11, la SEQ ID NO. 12, la
SEQ ID NO. 13, la SEQ ID NO. 15, la SEQ ID NO. 16, la SEQ ID NO. 17 o la SEQ ID NO. 18, que codifica una
secuencia de aminoacidos de un dominio VH, dominio VL, o CDR del anticuerpo, como se muestra en la SEQ ID
NO. 1,1a SEQ ID NO. 2,la SEQ ID NO. 3, 1a SEQ ID NO. 4, 1a SEQID NO. 6,la SEQID NO. 7,1a SEQ ID NO. 8 o la
SEQ ID NO. 9;

(ii) una secuencia de nucledtidos que codifica un compariero de union para el receptor de la TSH (tipicamente un
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anticuerpo monoclonal humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, o que codifica una secuencia
de aminoacidos de un dominio VH, dominio VL, o CDR del anticuerpo, de un compariero de unién para el receptor
de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente;

(iii) una secuencia de nucleotidos que difiere de cualquier secuencia de (i) en la secuencia de codones debido a la
degeneracion del codigo genético;

(iv) una secuencia de nucleétidos que comprende una variacion alélica de cualquier secuencia de (i);

(v) una secuencia de nucleétidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (ii), (i) o (iv) y
en particular una secuencia de nucleotidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (ii),
(iii), (iv) o (v) y que codifica un fragmento Fab, un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento dAb, una region
CDR aislada, fragmentos F(ab’)2 o un fragmento scFv, de un anticuerpo monoclonal humano sustancialmente como
se ha descrito anteriormente;

(vi) una secuencia de nucledtidos que difiera de cualquier secuencia de (i) debido a mutacion, supresion o
sustitucion de una base nucleotidica y que codifica un comparfiero de unién para el receptor de la TSH (tipicamente
un anticuerpo monoclonal humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, o que codifica una
secuencia de aminoacidos de un dominio VH, dominio VL, o CDR del anticuerpo, de un compafiero de union para el
receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal humano) sustancialmente como se ha descrito
anteriormente.

También se proporciona por la presente divulgacion un polinucleétido que comprende:

(i) una secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO. 29, la SEQ ID NO. 30, la SEQ ID NO. 31, la
SEQ ID NO. 32, la SEQ ID NO. 34, la SEQ ID NO. 35, la SEQ ID NO. 36 o la SEQ ID NO. 37, que codifica una
secuencia de aminoacidos de un dominio VH, dominio VL, o CDR del anticuerpo, como se muestra en la SEQ ID
NO. 19, la SEQ ID NO. 20, la SEQ ID NO. 21, la SEQ ID NO. 22, la SEQ ID NO. 24, la SEQ ID NO. 25, la SEQ ID
NO. 26 o SEQ ID NO. 27;

(i) una secuencia de nucledtidos que codifica un compafiero de union adicional para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal de ratén) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, o que codifica
una secuencia de aminoacidos de un dominio VH del anticuerpo, dominio VL o CDR de otro compariero de union
para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal de ratén) sustancialmente como se ha descrito
anteriormente;

(iii) una secuencia de nucleotidos que difiere de cualquier secuencia de (i) en la secuencia de codones debido a la
degeneracion del codigo genético;

(iv) una secuencia de nucleétidos que comprende una variacion alélica de cualquier secuencia de (i);

(v) una secuencia de nucledtidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (ii), (i) o (iv) y
en particular una secuencia de nucleétidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (ii),
(iii), (iv) o (v) y que codifican un fragmento Fab, un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento dAb, una region
CDR aislada, fragmentos F(ab’)2 o un fragmento scFv, de un anticuerpo monoclonal de raton sustancialmente como
se ha descrito anteriormente en la presente memoria;

(vi) una secuencia de nucledtidos que difiere de cualquier secuencia de (i) debido a mutacion, supresion o
sustitucién de una base nucleotidica y que codifica un comparfero de union adicional para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal de ratén) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, o que codifica
una secuencia de aminoacidos de un dominio VH, dominio VL, o CDR del anticuerpo, de un compariero de unién
adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal de ratén) sustancialmente como se ha
descrito anteriormente.

Los polinucledtidos variantes de acuerdo con la presente divulgacion son adecuadamente idénticos al menos en un
70% en toda su longitud a cualquier secuencia polinucleotidica de (i), los mas altamente preferidos son los
polinucledtidos que comprenden una region que es al menos 80% idéntica en toda su longitud a cualquier secuencia
polinucleotidica de (i), se prefieren particularmente los polinucleétidos idénticos al menos en un 90% en toda su
longitud a cualquier secuencia polinucleotidica de (i), y entre estos polinucledtidos particularmente preferidos, se
prefieren especialmente aquellos con al menos 95% de identidad.

La presente divulgacion proporciona ademas un sistema de vector biolégicamente funcional que porta un
polinucledtido sustancialmente como se ha descrito anteriormente y que es capaz de introducir el polinucleétido en
el genoma de un organismo huésped.

La presente divulgacion también se refiere a células huésped que se transforman con polinucleétidos de la
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divulgacién y la produccion de comparfieros de unién para el receptor de la TSH de la invencion por técnicas
recombinantes. Las células huésped pueden ser modificadas genéticamente para incorporar polinucleétidos y
expresar compaferos de union para el receptor de la TSH de la presente divulgacion.

Las secuencias de aminoacidos de hMAb TSHR1, un anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con la presente
divulgacion, y secuencias de nucledtidos que los codifican, las secuencias de aminoacidos de 9D33, un anticuerpo
monoclonal de ratéon que representa un compafiero de unidon adicional de acuerdo con la presente divulgacion, y
secuencias de nucleétidos que los codifican, se muestran en los listados de secuencias como se describen en la
presente memoria descriptiva y se pueden asignar como sigue.

Para hMAb TSHR1: Secuencias de aminoacidos

SEQIDNO.1 VH

SEQIDNO.2 VHCDRI

SEQIDNO.3 VHCDRII

SEQIDNO.4 VHCDRII

SEQIDNO.5 Cadena pesada variable y region constante adyacente

SEQIDNO.6 VL

SEQIDNO.7 VLCDRI

SEQIDNO.8 VLCDRII

SEQIDNO.9 VL CDRII

Secuencias de Nucleotidos

SEQIDNO.10 VH

SEQID NO. 11 VHCDRI

SEQIDNO. 12 VHCDRII

SEQID NO. 13 VH CDRaIII.

SEQ ID NO. 14 cadena pesada variable y regiéon constante adyacente

SEQIDNO.15 VL

SEQIDNO. 16 VL CDRI

SEQID NO. 17 VL CDRII

SEQID NO. 18 VL CDRIII

Para 9D33:

Secuencias de aminoacidos

SEQIDNO.19 VH

SEQIDNO.20 VHCDRI

SEQIDNO.21 VHCDRII

SEQID NO.22 VHCDRIII

SEQ ID NO. 23 cadena pesada variable y regiéon constante adyacente

SEQIDNO.24 VL
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SEQIDNO.25 VLCDRI

SEQID NO.26 VL CDRII

SEQ ID NO. 27 VL CDRIII

SEQ ID NO. 28 cadena ligera variable y region constante adyacente
Secuencias de nucledtidos

SEQIDNO.29 VH

SEQIDNO.30 VHCDRI

SEQID NO. 31 VHCDRII

SEQIDNO.32 VHCDRII

SEQ ID NO. 33 cadena pesada variable y regiéon constante adyacente
SEQIDNO.34 VL

SEQIDNO.35 VLCDRI

SEQID NO. 36 VL CDRII

SEQID NO. 37 VL CDRIII

SEQ ID NO. 38 cadena ligera variable y region constante adyacente

Las secuencias anteriores para hMAb TSHR1 también se pueden observar haciendo referencia a las Figuras 4, 5, 6
y 7, en las que:

La Figura 4 muestra la secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de hMAb TSHR1, junto con la region
constante adyacente, con la Figura 4a que presenta la secuencia misma de nucleétidos;

La Figura 4b que presenta la secuencia de nucleétidos anotada con el cebador de PCR, CDRI, CDRII, CDRIII y
regiones constantes;

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de hMAb TSHR1, junto con la region
constante adyacente, con la Figura 5a que presenta la secuencia misma de aminoacidos;

La Figura 5b que presenta la secuencia de aminoacidos anotada con las regiones CDRI, CDRII, CDRIIl y constante;

La Figura 6 muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera de hMAb TSHR1, con la Figura 6a que presenta
la secuencia misma de nucleétidos;

La Figura 6b que presenta la secuencia de nucleétidos anotada con el cebador de PCR, las regiones CDRI, CDRIl y
CDRIII;

La Figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de hMAb TSHR1, con la Figura 7a que
presenta la secuencia misma de aminoacidos;

La Figura 7b que presenta la secuencia de aminoacidos anotada con las regiones CDRI, CDRII y CDRIII.

Se apreciara por lo anterior que para la cadena VH de hMAb TSHR1, las secuencias de nucledtidos de las regiones
CDRI, CDRIl y CDRIIl, como se muestra en la Figura 4b, corresponden a las secuencias VHCDRI, VHCDRII y
VHCDRIII mostradas en las SEQ ID Nos. 11, 12 y 13 respectivamente, y que las secuencias de aminoacidos de las
regiones CDRI, CDRIl y CDRIIl, como se muestra en la Figura 5b, corresponden a las secuencias VHCDRI,
VHCDRII y VHCDRIII mostradas en las SEQ ID Nos. 2, 3 y 4 respectivamente. También se apreciara a partir de lo
anterior que para la cadena VL de hMAb TSHRH1, las secuencias de nucledtidos de las regiones CDRI, CDRIl y
CDRIII, como se muestra en la Figura 6b, corresponden a las secuencias VLCDRI, VLCDRII y VLCDRIII mostradas
en las SEQ ID Nos. 16, 17 y 18, respectivamente, y que las secuencias de aminoacidos de las regiones CDRI,
CDRIl y CDRIIIl, como se muestra en la Figura 7b, corresponden a las secuencias VLCDRI, VLCDRII y VLCDRIII
mostradas en las SEQ ID Nos. 7, 8 y 9 respectivamente.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 624241 T3

El analisis de la estructura cristalina del Fab de hMAb TSHR1 (determinado mediante técnicas conocidas en la
técnica) permitié el refinamiento de las secuencias de nucledtidos de HC y LC determinadas usando cebadores de
PCR que son degenerados. En particular, se identificé un artefacto de secuenciacion de HC para los nucleotidos
115-120. La secuenciacion indico cacgtg (transcrita a los aminoacidos His Val), mientras que la estructura cristalina
indicé de forma mas confiable los aminoacidos GIn Leu (siendo las bases correspondientes cagctg), estando las
secuencias refinadas mostradas en las figuras adjuntas y los listados de secuencia. El analisis de la estructura
cristalina también permitié el refinamiento de las secuencias de aminoacidos derivadas de HC y LC en particular en
la regién del cebador degenerado de la PCR. En el caso de la LC, se encontré que aa 2 era Pro por RT-PCR, pero
era Thr de la estructura cristalina. En el caso de la HC, se encontré que aa 2 era Met por RT-PCR, pero era Val de la
estructura cristalina. De nuevo, estas secuencias refinadas se muestran en las figuras adjuntas y los listados de
secuencia.

Las secuencias anteriores para 9D33 también se pueden observar haciendo referencia a las Figuras 9, 10, 11y 12,
en las que:

La Figura 9 muestra la secuencia de nucledtidos de cadena pesada 9D33, junto con la regién constante adyacente,
con la Figura 9a que presenta la secuencia misma de nucleétidos;

Figura 9b que presenta la secuencia de nucledtidos anotada con el cebador de PCR, regiones CDRI, CDRII, CDRIII
y constante;

La Figura 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada 9D33, junto con la regidon constante
adyacente, con la Figura 10a que presenta la secuencia misma de aminoacidos;

Figura 10b que presenta la secuencia de aminoacidos anotada con el cebador de PCR, regiones CDRI, CDRaII,
CDRIll y constante;

La Figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera 9D33, con la Figura 11a que presenta la
secuencia misma de nucledétidos;

La Figura 11b que presenta la secuencia de nucledtidos anotada con el cebador de PCR, regiones CDRI, CDRaII,
CDRIll y constante;

La Figura 12 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera 9D33, con la Figura 12a que presenta la
secuencia misma de aminoacidos;

La Figura 12b que presenta la secuencia de aminoacidos anotada con el iniciador de PCR, regiones CDRI, CDRaII,
CDRIll y constante.

Se apreciara por lo anterior que para la cadena VH de 9D33, las secuencias de nucledtidos de las regiones CDRI,
CDRIl y CDRIII, como se muestra en la Figura 9b, corresponden a las secuencias VHCDRI, VHCDRII y VHCDRIII
mostradas en las SEQ ID Nos. 30, 31 y 32 respectivamente, y que las secuencias de aminoacidos de las regiones
CDRI, CDRII y CDRIIl, como se muestra en la Figura 10b, corresponden a las secuencias VHCDRI, VHCDRII y
VHCDRIII mostradas en las SEQ ID Nos. 20, 21 y 22 respectivamente. También se apreciara a partir de lo anterior
que para la cadena VL de 9D33 las secuencias de nucleétidos de las regiones CDRI, CDRII y CDRIIl como se
muestra en la Figura 11b corresponden a las secuencias VLCDRI, VLCDRII y VLCDRIIl mostradas en las SEQ ID
Nos. 35, 36 y 37, respectivamente, y que las secuencias de aminoacidos de las regiones CDRI, CDRIl y CDRIII,
como se muestra en la Figura 12b, corresponden a las secuencias VLCDRI, VLCDRII y VLCDRIIl mostradas en las
SEQ ID Nos. 25, 26 y 27 respectivamente.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para proporcionar un anticuerpo monoclonal humano
para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente, procedimiento que comprende:

(i) proporcionar una fuente de linfocitos de un sujeto, cuyo sujeto tiene actividad de anticuerpo del receptor de la
TSH de mas de aproximadamente 0,04 unidades de NIBSC 90/672 por mL de suero con respecto a la inhibicién de
la unién de la TSH al receptor de la TSH;

(ii) aislar linfocitos de dicha fuente de linfocitos de (i);

(iii) inmortalizar los linfocitos aislados; y

(iv) clonar los linfocitos inmortalizados para producir una colonia inmortalizada que secreta un anticuerpo monoclonal
humano para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente.

Alternativamente, un procedimiento para proporcionar un anticuerpo monoclonal humano para el receptor de la TSH
sustancialmente como se ha descrito anteriormente, se puede definir como un procedimiento que comprende:
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(i) proporcionar una fuente de linfocitos de un sujeto, cuyo sujeto tiene actividad de anticuerpo del receptor de la
TSH de mas de aproximadamente 0,1 unidades de NIBSC 90/672 por mL de suero con respecto a la actividad
estimuladora de la produccién de cAMP por las células que expresan el receptor de la TSH;

(ii) aislar linfocitos de dicha fuente de linfocitos de (i);
(iii) inmortalizar los linfocitos aislados; y

(iv) clonar los linfocitos inmortalizados para producir una colonia inmortalizada que secreta un anticuerpo monoclonal
humano para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente.

Preferiblemente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion comprende aislar linfocitos de sangre
periférica, de tejido de la tiroides, de tejido de bazo, de ganglios linfaticos o de médula 6sea, mas tipicamente de
sangre periférica. Tipicamente, la fuente de linfocitos para su uso en un procedimiento de acuerdo con la presente
invencion puede caracterizarse adicionalmente por ser obtenida de un sujeto que tiene niveles de anticuerpos del
receptor de la TSH en suero superiores a aproximadamente 0,1 unidades de NIBSC 90/672 por mL con respecto a
la inhibicion de la unién de la TSH al receptor de la TSH, o mas tipicamente mayor de aproximadamente 0,2
unidades de NIBSC 90/672 por mL con respecto a la inhibicién de la unién de la TSH al receptor de la TSH, o mas
tipicamente mayor de aproximadamente 0,3 unidades de NIBSC 90/672 por mL con respecto a la inhibicion de la
union de la TSH al receptor de la TSH y preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0,3 a 0,5 unidades de
NIBSC 90/672 por mL o mayor con respecto a la inhibicion de la unién de la TSH al receptor de la TSH.
Alternativamente, o adicionalmente, la fuente de linfocitos para su uso en un procedimiento de acuerdo con la
presente divulgacion puede caracterizarse ademas, de manera tipica, como obtenida de un sujeto que tiene niveles
de anticuerpos del receptor de la TSH en suero de mas de aproximadamente 0,2 unidades de NIBSC 90/672 por mL
con respecto a la actividad estimuladora de la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la TSH,
0 mas tipicamente superior a aproximadamente 0,5 unidades de NIBSC 90/672 por mL con respecto a la actividad
estimuladora de la produccion de cAMP por las células que expresan el receptor de la TSH y preferiblemente en el
intervalo de aproximadamente 0,5 a 1,0 unidades de NIBSC 90/672 por mL o mayor con respecto a la actividad
estimuladora de la produccién de cAMP por las células que expresan el receptor de la TSH. Se apreciara por lo
anterior que la respuesta inmune al receptor de la TSH de un sujeto del que se aislan linfocitos debe estar
preferiblemente en una fase muy activa.

Preferiblemente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion comprende infectar los linfocitos aislados
con el virus de Epstein Barr, y adecuadamente los linfocitos asi inmortalizados se fusionan con una linea celular de
ratén/humana. Adecuadamente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion comprende ademas cribar
los clones resultantes para anticuerpos del receptor de la TSH, por ejemplo, mediante la inhibiciéon de la unién de la
125|.TSH al receptor de la TSH en un sistema de ensayo que tiene una sensibilidad de al menos aproximadamente 1
unidad/L de NIBSC 90/672.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento de preparacion de un anticuerpo recombinante
humano, o uno o mas de sus fragmentos, al receptor de la TSH, procedimiento que comprende la clonacion y
expresion de un anticuerpo monoclonal humano para el receptor de la TSH, proporcionado por la presente
divulgacién mediante un procedimiento sustancialmente como se ha descrito anteriormente, o uno o mas fragmentos
derivados del mismo.

La presente divulgacion proporciona ademas un anticuerpo monoclonal o recombinante humano para el receptor de
la TSH obtenido mediante un procedimiento sustancialmente como se ha descrito anteriormente. Preferiblemente, tal
anticuerpo monoclonal o recombinante humano obtenido para el receptor de la TSH de acuerdo con la presente
invencién, puede caracterizarse por una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
uno o mas fragmentos de tal anticuerpo monoclonal o recombinante humano.

Mas particularmente, puede ser preferido que dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano de acuerdo con
la presente divulgacion, se pueda caracterizar ademas por una actividad estimuladora con respecto a la produccion
de cAMP por las células que expresan el receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o uno o mas fragmentos de tal anticuerpo monoclonal o
recombinante humano.

En una realizacion preferida de la presente divulgacion, tal anticuerpo monoclonal o recombinante humano de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 624241 T3

acuerdo con la presente divulgacion, puede caracterizarse por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,

0 uno o mas fragmentos de tal anticuerpo monoclonal o recombinante humano.

También se puede preferir que uno o mas fragmentos de un anticuerpo monoclonal o recombinante humano asi
obtenido de acuerdo con la presente divulgacion, en particular por ejemplo uno o mas fragmentos Fab de los
mismos, puedan caracterizarse por una actividad inhibidora con respecto a TSH de al menos aproximadamente 30
unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60
unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120
unidades de estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente
240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg. También se puede preferir que dichos uno o mas
fragmentos se puedan caracterizar por una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por las
células que expresan el receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 50 unidades del estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 100 unidades del estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 200 unidades del
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 400 unidades
del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg.

Mas preferiblemente, dichos uno o mas fragmentos Fab pueden caracterizarse por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos
aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 50 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 100 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 200 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 400 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por
mg.

Un procedimiento sustancialmente como se ha descrito anteriormente puede comprender ademas una etapa de
procedimiento adicional en la que el anticuerpo monoclonal o recombinante humano obtenido se somete a técnicas
de procesamiento adicionales adecuadas (tales como técnicas adecuadas de mutagénesis, tales como mutaciones
puntuales o similares), con el fin de obtener un compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH que puede
competir con un comparfero de union sustancialmente como se describe aqui (tal como hMAb TSHR1) para la
interaccion con el receptor de la TSH. Dichas técnicas de procesamiento adicionales son bien conocidas por un
experto en la técnica. La presente divulgacion proporciona ademas un compariero de unién adicional al receptor de
la TSH obtenido por tales técnicas de procesamiento adicionales.

Preferiblemente, tal compafero de unién adicional para el receptor de la TSH puede comprender un anticuerpo
monoclonal o recombinante y puede caracterizarse por una actividad inhibidora con respecto a la union de la TSH al
receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 15 unidades del estandar internacional NIBSC 90 / 672 por mg,
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg,
o uno o mas de sus fragmentos. También se puede preferir que dicho compafero de unién adicional de acuerdo con
la presente invencion se pueda caracterizar por una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP
por células que expresan el receptor de la TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del
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estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o uno o mas de sus fragmentos.

También puede ser incluso mas preferido que tal compafiero de unién adicional de la presente divulgacion, se pueda
caracterizar por:

(i) una actividad inhibidora con respecto a la unién de la TSH al receptor de la TSH, de al menos aproximadamente
15 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg , mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o mas preferiblemente de al menos aproximadamente
120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y

(ii) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células que expresan el receptor de la
TSH, de al menos aproximadamente 30 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 60 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 120 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o
incluso mas preferiblemente de al menos aproximadamente 240 unidades del estandar internacional NIBSC 90/672
por mg;

0 uno o mas de sus fragmentos.

Un companiero de union para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano)
de acuerdo con la presente divulgacion puede tener aplicaciones diagnosticas y terapéuticas.

Por consiguiente, un comparfiero de union para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o
recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion puede emplearse en procedimientos de cribado para
detectar autoanticuerpos pare el receptor de la TSH en sueros de pacientes y también en procedimientos de
diagndstico. De esta forma, se puede emplear un compariero de unién para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion en lugar de, o ademas de,
competidores descritos hasta ahora para su uso en procedimientos de cribado para detectar autoanticuerpos para el
receptor de la TSH y también en procedimientos de diagndstico. De forma similar, se puede emplear un compariero
de unién para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con
la presente divulgacion en lugar de, o ademas de, competidores hasta ahora descritos para uso en kits para uso en
la deteccién de autoanticuerpos para el receptor de la TSH.

La presente divulgacion también proporciona, por lo tanto, un procedimiento de cribado de autoanticuerpos para el
receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es
susceptible a, que tiene o que se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un
receptor de la TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende un compariero de unién o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente invencion y una segunda molécula de
dicho par de unién comprende una region de unién con la que interactda dicho compafiero de unién o compafiero de
union adicional;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH
presentes en dicha muestra, o (ii) dicho compafero de unidon o compariero de unién adicional para el receptor de la
TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano); y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos para el
receptor de la TSH en dicha muestra.

Un procedimiento segun la presente divulgacion para la deteccion de autoanticuerpos como se ha descrito
anteriormente es particularmente ventajoso en términos del nivel de sensibilidad que puede alcanzarse mediante el
uso del mismo. Esto puede ilustrarse adicionalmente haciendo referencia a los Ejemplos y Figuras, en los que la
Figura 3a muestra una representacion grafica de una comparacion entre un ensayo para autoanticuerpos del TSHR
basado en ensayos de hMAb TSHR1-biotina y anteriores. La sensibilidad del ensayo basado en hMAb TSHR1-
biotina es claramente superior segun la concentracion del estandar internacional NIBSC 90/672 detectable. Esto se
confirmo en un estudio de sueros de 72 pacientes con enfermedad de Graves mostrada en la Figura 3b.

Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona adicionalmente, un procedimiento de cribado de autoanticuerpos
para el receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto sospechoso de padecer, ser
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susceptible a, tener o estar recuperandose de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune al
receptor de la TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende un compariero de unién o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion y una segunda molécula de
dicho par de unién comprende una region de unién con la que interactda dicho compafiero de unién o compafiero de
unién adicional, en donde la interaccion de dichas moléculas de unién es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha
muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH
presentes en dicha muestra, o (ii) dicho compafero de uniéon o compariero de unién adicional para el receptor de la
TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion; y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos para el
receptor de la TSH en dicha muestra.

La sensibilidad anterior también se puede lograr en un procedimiento de ensayo o kit de acuerdo con la presente
divulgacién mediante el uso de un anticuerpo policlonal humano o no humano para el receptor de la TSH, TSH o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos o un compafero de unién para el receptor de la TSH que tiene
una afinidad por el receptor de la TSH de 10" molar' o mayor, que generalmente exhibe una afinidad suficiente por
el receptor de la TSH de modo que se proporciona un procedimiento o kit de la sensibilidad definida. La preparacion
de tales anticuerpos policlonales, TSH o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, es
bien conocida en la técnica. Por ejemplo, se describen analogos superactivos de la TSH en Nature, Biotechnology,
Volumen 14, octubre de 1995, paginas 1257-1263, aunque este articulo no describe el uso de dicha TSH
superactiva en un procedimiento o kit tal como lo proporciona ahora la presente divulgacion.

Por lo tanto, se proporciona adicionalmente por la presente divulgacion un procedimiento de cribado para
autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto de quien se
sospecha que sufre, que es susceptible a, que tiene o que se recupera de una enfermedad autoinmune asociada
con una reaccién inmune al receptor de la TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende un anticuerpo policlonal humano o no humano para el receptor de la TSH y una segunda molécula de
dicho par de unién comprende una regién de union con la que dicho anticuerpo policlonal Interactia, en donde la
interaccion de dichas moléculas de unién es tal que es detectable un titulo de autoanticuerpo en dicha muestra que
corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH
presentes en dicha muestra, o (ii) dicho anticuerpo policlonal; y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos al
receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona por la presente divulgacion un procedimiento de cribado de autoanticuerpos para el
receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto sospechoso de padecer, susceptible a,
que tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune al receptor de la TSH,
comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende la TSH o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, y una segunda
molécula de dicho par de unién comprende una regiéon de unién con la que dicha TSH o una o mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los mismos interactian, en donde la interaccion de dichas moléculas de union
es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar
internacional NIBSC 90/672 es detectable;
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(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH
presente en dicha muestra, o (ii) dicha TSH o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
mismos; y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos al
receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona adicionalmente un procedimiento de cribado de autoanticuerpos para el receptor de la TSH
en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o
que se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a la TSH, comprendiendo dicho
procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende un compafero de unién para el receptor de la TSH que tiene una afinidad por el receptor de la TSH de
10"° molar' o mayor y una segunda molécula de dicho par de union comprende una region de unién con la que
interactia dicho compafero de unién, en donde la interaccién de dichas moléculas de unién es tal que un titulo de
autoanticuerpo en dicha muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672
es detectable;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH
presentes en dicha muestra, o (ii) dicho compafero de union para la TSH; y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos al
receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona por la presente divulgacion el uso de un compariero de unién o compafero de unién
adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo
con la presente divulgacion, para detectar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido
corporal obtenido de un sujeto sospechoso de padecer, susceptible a, que tiene o se recupera de una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccién inmune al receptor de la TSH, en donde la interaccion de dicho compafiero
de unién o compaiiero de unién adicional con el receptor de la TSH es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha
muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable.

También se proporciona el uso de un anticuerpo policlonal humano o no humano para el receptor de la TSH, para
detectar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se
sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una
reaccion inmune al receptor de la TSH, en donde la interaccién de dicho anticuerpo policlonal con el receptor de la
TSH es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar
internacional NIBSC 90/672 es detectable.

También se proporciona el uso de la TSH o una o mas variantes, andlogos, derivados o fragmentos de los mismos,
para detectar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto
sospechoso de padecer, ser susceptible a, que tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con
una reaccion inmune al receptor de la TSH, en donde la interaccién de dicha TSH o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de la misma con el receptor de la TSH es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha
muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable.

Incluso se proporciona ademas el uso de un compafiero de unién para el receptor de la TSH que tiene una afinidad
por el receptor de la TSH de 10'° molar? o mayor, para detectar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una
muestra de fluido corporal obtenido de un sujeto sospechoso de padecer, susceptible a, que tiene o se recupera de
una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune al receptor de la TSH, en donde la interaccion de
dicho compariero de union con el receptor de la TSH es tal que un titulo de autoanticuerpos en dicha muestra
esencialmente correspondiente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable.

Se apreciara que las moléculas de unién de uno o mas pares de unién pueden ser antigeno-anticuerpo (por ejemplo,
[receptor de la TSH o epitopo] - [anticuerpo del receptor de la TSH recombinante o monoclonal]), anticuerpo del
receptor de la TSH monoclonal o recombinante-antigeno antiidiotipico o anticuerpo del receptor de la TSH
recombinante o monoclonal del elemento novedoso de unién del anticuerpo del receptor de la TSH. Preferiblemente,
las moléculas de union de los pares de unién son antigeno-anticuerpo, a saber, [receptor de la TSH o uno o mas
epitopos de los mismos] - [anticuerpo del receptor de la TSH recombinante o monoclonal], donde los epitopos
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pueden estar "no soportados por otra estructura" o estar presentes en un polipéptido de mayor estructura o similar.

Preferiblemente, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de cribado para autoanticuerpos para el
receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal obtenido de un sujeto sospechoso de padecer, ser susceptible
a, que tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reacciéon inmune a una TSH,
comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;

(b) poner en contacto dicha muestra con (i) un receptor de la TSH de longitud completa, o uno o mas epitopos de los
mismos o un polipéptido que comprende uno o mas epitopos de un receptor de la TSH, y (ii) un compafiero de union
o compariero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano) de acuerdo con la presente divulgacion, en condiciones que permitan la interaccion del receptor de la TSH
con autoanticuerpos producidos en respuesta al receptor de la TSH, para permitir que dicho receptor de la TSH, o
dichos uno o mas de sus epitopos o dicho polipéptido, interactien ya sea con autoanticuerpos para el receptor de la
TSH presente en dicha muestra, o con dicho comparfero de unién o con otro compafiero de unién para el receptor
de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano); y

(c) controlar la interaccion de dicho receptor de la TSH, o dichos uno o mas de sus epitopos o dicho polipéptido, con
dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos para el receptor de la TSH en dicha muestra.

En ciertas realizaciones, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion también puede emplear uno o
mas competidores que compiten en la interaccion de un anticuerpo policlonal, TSH o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o un compafiero de unién o compariero de unién adicional para el receptor
de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente en las realizaciones especificas de los
procedimientos proporcionados por la presente divulgacion y la segunda molécula del par de union, o el receptor de
la TSH, o uno o mas de sus epitopos o el polipéptido. Dichos competidores pueden comprender TSH, o uno o mas
anticuerpos monoclonales reactivos con el receptor de la TSH, tales como anticuerpos monoclonales de ratén
reactivos con el receptor de la TSH.

Preferiblemente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion, como se ha mencionado anteriormente,
comprende ademas proporcionar medios de etiquetado para un compafiero de unién o compafero de unién
adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo
con la presente divulgacion y donde uno o mas competidores apropiados como se describié anteriormente, medios
de etiquetado adecuados que incluyen etiquetas enzimaticas, etiquetas isotopicas, etiquetas quimioluminiscentes,
etiquetas fluorescentes, colorantes y similares.

La presente divulgacion también proporciona un kit para cribar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una
muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o que se
recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a una TSH, comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un
compafiero de unidon o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion y una segunda molécula de dicho par
de unién comprende una regioén de union con la que interactia dicho compafiero de unién o compafiero de unién
adicional;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto con dichos uno o mas pares de
moléculas de union de manera que permita que dicha segunda molécula de dicho par de union interactie ya sea con
(i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (ii) dicho compafiero de unién o
compafiero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano); y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de uniéon con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

La presente divulgacion también proporciona un kit para el cribado de autoanticuerpos para el receptor de la TSH en
una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o que
se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reacciéon inmune al receptor de la TSH,
comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un

compafiero de unidon o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion y una segunda molécula de dicho par
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de unién comprende una regioén de union con la que interactia dicho compafiero de unién o compafiero de uniéon
adicional, en donde la interaccion de dichas moléculas de unién es tal que un titulo de autoanticuerpo en dicha
muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto con dichos uno o mas pares de
moléculas de union de manera que permita que dicha segunda molécula de dicho par de union interactle ya sea con
(i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (ii) dicho compafiero de unién o
compafiero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano) de acuerdo con la presente divulgacion; y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de uniéon con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona un kit para cribar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido
corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o que se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune al receptor de la TSH, comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un
anticuerpo policlonal humano o no humano para el receptor de la TSH y una segunda molécula de dicho par de
union comprende una region de unidn con la que interactda dicho anticuerpo policlonal, en donde la interaccion de
dichas moléculas de union es tal que es detectable un titulo de autoanticuerpo en dicha muestra que corresponde
esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto con dichos uno o mas pares de
moléculas de union de manera que permita que dicha segunda molécula de dicho par de union interactie ya sea con
(i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (ii) dicho anticuerpo policlonal; y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de union con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicaciéon de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona un kit para cribado de autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido
corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que sufre de, es susceptible a, que tiene o que se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune al receptor de la TSH, comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende la
TSH o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, y una segunda molécula de dicho par
de uniéon comprende una region de unién con la que dicha TSH o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los mismos interactda, en donde la interaccion de dichas moléculas de unién es tal que un titulo de
autoanticuerpo en dicha muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672
es detectable;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto con dichos uno o mas pares de
moléculas de union de manera que permita que dicha segunda molécula de dicho par de union interactle ya sea con
(i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (i) TSH o una o mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los mismos; y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de uniéon con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

También se proporciona un kit para cribar autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido
corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece, es susceptible a, que tiene o que se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune al receptor de la TSH, comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un
compaiiero de union para el receptor de la TSH que tiene una afinidad por el receptor de la TSH de 10" molar” o
mayor y una segunda molécula de dicho par de unién comprende una region de unién con la cual interactia dicho
companfero de unién, en donde la interaccién de dichas moléculas de unién es tal que un titulo de autoanticuerpo en
dicha muestra que corresponde esencialmente a 0,4 U/L del estandar internacional NIBSC 90/672 es detectable;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto con dichos uno o mas pares de
moléculas de union de manera que permita que dicha segunda molécula de dicho par de union interactie ya sea con
(i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (ii) dicho compafiero de unién para el
receptor de la TSH; y
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(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de uniéon con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

Se apreciara que las moléculas de unién de uno o mas pares de unién pueden ser antigeno-anticuerpo (por ejemplo,
[receptor de la TSH o epitopo] - [anticuerpo del receptor de la TSH recombinante o monoclonal]), anticuerpo del
receptor de la TSH monoclonal o recombinante-antigeno antiidiotipico o anticuerpo del receptor de la TSH
recombinante o monoclonal del elemento novedoso de unién del anticuerpo del receptor de la TSH. Preferiblemente,
las moléculas de union de los pares de unién son antigeno-anticuerpo, a saber, [receptor de la TSH o uno o mas
epitopos de los mismos] - [anticuerpo del receptor de la TSH recombinante o monoclonal], donde los epitopos
pueden estar "no soportados por otra estructura" o estar presentes en un polipéptido de mayor estructura o similar.

La presente divulgacion proporciona preferiblemente un kit para cribado de autoanticuerpos para el receptor de la
TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto sospechoso de padecer, ser susceptible a, que tiene o
se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reacciéon inmune al receptor de la TSH,
comprendiendo dicho kit:

(a) un receptor de la TSH de longitud completa, o uno o mas de sus epitopos o un polipéptido que comprende uno o
mas epitopos del receptor de la TSH;

(b) un compafiero de union o un compafero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion;

(c) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto, dicho receptor de la TSH, o
dichos uno o mas de sus epitopos o dicho polipéptido, y dicho compafiero de uniéon o compafiero de union adicional
para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano), en condiciones que
permitan la interaccion del receptor de la TSH con los autoanticuerpos producidos en respuesta al receptor de la
TSH, para permitir que dicho receptor de la TSH, o dichos uno o mas de sus epitopos o dicho polipéptido,
interactuen ya sea con autoanticuerpos para un receptor de la TSH presente en dicha muestra, o dicho compafiero
de unién o compafero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o
recombinante humano); y

(d) medios para controlar la interaccion de dicho receptor de la TSH, o dichos uno o mas de sus epitopos o dicho
polipéptido, con dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicacién de la
presencia de dichos autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

En ciertas realizaciones, un kit de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender ademas uno o mas
competidores que compiten en la interaccién de un anticuerpo policlonal, TSH o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o un compafiero de unién o compariero de unién adicional para el receptor
de la TSH, como se ha definido anteriormente, y la segunda molécula del par de union, o el receptor de la TSH, o
uno o mas de sus epitopos o el polipéptido. Dichos competidores pueden comprender TSH, o uno o mas anticuerpos
monoclonales reactivos con el receptor de la TSH, tales como anticuerpos monoclonales de ratén reactivos con el
receptor de la TSH.

De manera adecuada, un kit como se ha mencionado anteriormente comprende ademas medios de etiquetado para
un compafiero de unién o un compafero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacién y, cuando corresponda, uno 0 mas
competidores como se describié anteriormente, medios de etiquetado adecuados que son sustancialmente como se
ha descrito anteriormente.

En presencia de autoanticuerpos para el receptor de la TSH, disminuira la unién del receptor de la TSH a un
compafiero de union para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) en
un procedimiento o kit como se ha descrito anteriormente.

Un compafiero de union o un compariero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion también se puede emplear en
procedimientos de ensayo y kits sustancialmente como se describié anteriormente para la TSH y ligandos
relacionados.

La presente divulgacion también proporciona, por lo tanto, un procedimiento para ensayar TSH y ligandos
relacionados, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar una muestra sospechosa de contener o que contiene TSH o ligandos relacionados;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
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comprende un compafiero de unién o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion y una segunda molécula de
dicho par de unién comprende una region de unién con la que interactda dicho compafiero de unién o compafiero de
union adicional;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién de manera que permita que
dicha segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) TSH o ligandos relacionados presentes en
dicha muestra, o (ii) dicho compafiero de unién o compariero de union adicional para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano); y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de union con TSH o ligandos relacionados
presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicacion de la presencia de la TSH o ligandos relacionados
en dicha muestra.

La presente divulgacion también proporciona un kit para ensayar TSH o ligandos relacionados, comprendiendo dicho
kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un
compafiero de unidon o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente invencion y una segunda molécula de dicho par de
union comprende una region de union con la que interactia dicho compariero de uniéon o compafiero de union
adicional;

(b) medios para poner en contacto una muestra sospechosa de contener o que contiene TSH o ligandos
relacionados con dichos uno o mas pares de moléculas de unién de manera que permita que dicha segunda
molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) TSH o ligandos relacionados presentes en dicha muestra, o
(i) dicho compariero de uniéon o compafero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano); y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con TSH o ligandos
relacionados presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicaciéon de la presencia de la TSH o ligandos
relacionados en dicha muestra.

La presente divulgacion también proporciona ademas un procedimiento para identificar un compafiero de union
adicional para el receptor de la TSH, que es capaz de unirse al receptor de la TSH y que compite por la unién al
receptor de la TSH con un compafero de unién para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito
anteriormente, cuyo compariero de unién adicional no comprende la TSH, procedimiento que comprende:

(a) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de union
comprende un compariero de union para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente y
una segunda molécula de dicho par de unién comprende una regién de unién con la que dicho par de union
interactua;

(b) proporcionar una molécula de unién adicional a ensayar como un potencial compafero de unién adicional para el
receptor de la TSH que compite por la unién al receptor de la TSH con dicha primera molécula de dicho par de union
de (a);

(c) poner en contacto dicha molécula de unién adicional de (b) con dichos uno o mas pares de moléculas de union
de (a) para permitir que dicha segunda molécula de dicho par de union de (a) interactie ya sea con (i) dicha
molécula de union adicional de (b), o (ii) dicha primera molécula de dicho par de unién (a); y

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de union de (a) con dicha molécula de union
adicional de (b), y evaluar de este modo si dicha molécula de unién adicional de (b) compite por la unién al receptor
de la TSH con dicha primera molécula de dicho par de unién de (a).

La presente divulgacion también proporciona un kit para identificar un compariero de union adicional para el receptor
de la TSH, que es mas capaz de unirse al receptor de la TSH y que compite por la unién al receptor de la TSH con
un comparfiero de unién para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente en la
presente memoria, cuyo compafiero de unién adicional no comprende la TSH, donde el kit comprende:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en donde una primera molécula de dicho par de unién comprende un
compafiero de unién para el receptor de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente y una segunda
molécula de dicho par de unidon comprende una regién de unidn con la que interactia dicho compafiero de union;

(b) medios para poner en contacto dichos uno o mas pares de moléculas de unioén de (a) con una molécula de union
adicional a ensayar como un potencial compariero de union adicional para el receptor de la TSH que compite por la
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union al receptor de la TSH con dicha primera molécula de dicho par de unién (a), para permitir que dicha segunda
molécula de dicho par de unidn de (a) interactle ya sea con (i) dicha molécula de unién adicional, o (ii) dicha primera
molécula de dicho par de union de (a); y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién de (a) con dicha molécula
de unién adicional y, de este modo, evaluar si dicha molécula de unién adicional compite por la unién al receptor de
la TSH con dicha primera molécula de dicho par de uniéon de (a).

Una aplicacion adicional de un comparfero de unién o de un compariero de unién adicional para el receptor de la
TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion es su
uso para identificar y proporcionar nuevos tipos de sitios de unién a anticuerpos del receptor de la TSH. Por lo tanto,
la presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para identificar una o mas regiones del epitopo del
receptor de la TSH, cuyo procedimiento comprende poner en contacto un compafero de unién o un compafiero de
union adicional con el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano)
sustancialmente como se ha descrito anteriormente con un receptor de la TSH de longitud completa, o uno o mas
fragmentos de los mismos, para permitir la interaccion de dicho compariero de unién o compafiero de unién adicional
para el receptor de la TSH con dicho receptor de la TSH de longitud completa o dichos uno o mas de sus fragmentos
e identificar los aminoacidos de dicho receptor de la TSH de longitud completa, o dichos uno o mas de sus
fragmentos, con los que interactia dicho compafiero de unién o compafiero de unién adicional. De manera
adecuada, se analiza la interaccion de la pareja de unién o compafiero de unidn adicional con fragmentos
seleccionados del receptor de la TSH y del receptor de la TSH de longitud completa, con el fin de identificar los
aminoacidos del receptor de la TSH con los que interactua la pareja de unién.

Ademas, la presente divulgacion permite la generacién de anticuerpos para las regiones de un anticuerpo del
receptor de la TSH monoclonal de acuerdo con la presente divulgacion que se unen al receptor de la TSH. Tales
anticuerpos antiidiotipicos producidos de esta forma podrian tener potencial como nuevos ligandos para ensayos de
autoanticuerpos del receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados. También pueden ser agentes eficaces in
vivo para regular la acciéon de autoanticuerpos del receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona, uno o mas anticuerpos antiidiotipicos generados para regiones de unién de un
compafiero de unidon o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente y su preparacion se
describe adicionalmente por los Ejemplos.

Otros procedimientos de identificacion y para proporcionar nuevos tipos de sitios de union a anticuerpos que utilizan
anticuerpos monoclonales son bien conocidos. Por ejemplo, mediante el cribado de anticuerpos de las bibliotecas de
péptidos aleatorios presentados en fagos como se describe por JC Scott y GP Smith; "Searching for peptide ligands
with an epitope library"; Science 1990; 249(4967): 386-390 y MA Myers, JM Davies, JC Tong, J Whisstock, M
Scealy, IR MacKay, MJ Rowley; "Conformational epitopes on the diabetes autoantigen GAD65 identified by peptide
phage display and molecular modelling"; Journal of Immunology 2000; 165: 3830-3838. También se puede llevar a
cabo el cribado de anticuerpos de compuestos no peptidicos y bibliotecas de compuestos no peptidicos.

Nuevos tipos de sitios de union a anticuerpos del receptor de la TSH identificados y proporcionados usando estos
procedimientos pueden ser también utiles como nuevos ligandos en ensayos para autoanticuerpos del receptor de la
TSH, TSH y compuestos relacionados. Ademas, pueden ser agentes eficaces in vivo para regular la accion de
autoanticuerpos del receptor de la TSH, TSH y compuestos relacionados.

Una pareja de union para el receptor de la TSH o un compafiero de unién adicional (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se ha descrito
anteriormente también puede utilizarse de manera util en terapia. Por lo tanto, también se proporcionan
procedimientos de tratamiento de la presente divulgacion que comprenden la administracion de un compariero de
union o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o
recombinante humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente, composiciones farmacéuticas que
comprenden un compariero de unién o compafero de unidn adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente (junto con uno
o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables para los mismos), y el uso de un
compafiero de union o un compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente en la fabricacién de un
medicamento o composicion.

Un compafiero de unién para el receptor de la TSH, en particular un anticuerpo monoclonal humano para el receptor
de la TSH derivado de linfocitos de pacientes de acuerdo con la presente divulgacion, es un reactivo valioso para
comprender la patogénesis de la enfermedad de Graves y para desarrollar nuevos procedimientos de medicion de
los autoanticuerpos del receptor de la TSH, por ejemplo, como sustitutos de la TSH en ensayos de unién competitiva
sustancialmente como se ha descrito anteriormente. Ademas, un compafero estimulante de la uniéon de acuerdo con
la presente invencion tiene aplicaciones in vivo cuando el tejido que contiene el receptor de la TSH (por ejemplo,
tejido de la tiroides o tejido canceroso de tiroides) requiere estimulacion. La presente divulgacion proporciona, por lo
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tanto, un medicamento o composicion para su uso en la estimulacion del tejido de la tiroides y/o tejido que contiene
el receptor de la TSH. En particular, se puede emplear en oncologia un compafiero estimulante de la unién para el
receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente
divulgacion, y en particular para uso en el diagndstico, tratamiento y tratamiento del cancer de tiroides.

Alternativamente, un compafiero de unién o compafiero de unién adicional para el receptor de la TSH de acuerdo
con la presente divulgacion puede ser un potente antagonista de la TSH o del autoanticuerpo (anticuerpo de
bloqueo) y tal anticuerpo de bloqueo del receptor de la TSH de acuerdo con la presente divulgacion es valioso para
aplicaciones in vivo cuando la actividad del tejido que contiene el receptor de la TSH (por ejemplo, tejido de la
tiroides o tejido del cancer de tiroides) requiere inactivaciéon o que no responda a la TSH, a autoanticuerpos del
receptor de la TSH u otros estimuladores.

También se proporciona en combinacién, un compariero de unién o compariero de unién adicional para el receptor
de la TSH sustancialmente como se ha descrito anteriormente, junto con uno o mas agentes adicionales capaces de
inactivar o volver insensible el tejido que contiene un receptor de la TSH, a TSH, autoanticuerpos del receptor de la
TSH u otros estimuladores. Tipicamente, uno o mas agentes adicionales actuan independientemente del receptor de
la TSH.

Una aplicacion terapéutica particular en la que la unidon de autoanticuerpos del receptor de la TSH requiere
inactivacion o inhibicién esta en el tratamiento de la enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo asociados con la
autoinmunidad al receptor de la TSH y el uso de un anticuerpo bloqueante que interactia con el receptor de la TSH,
tal como 9D33, para inhibir la unién del autoanticuerpo del receptor de la TSH, tiene por lo tanto una utilidad
terapéutica importante en el tratamiento de dicha enfermedad. El tratamiento de la enfermedad autoinmune que
requiere la inhibicion de la unién del autoanticuerpo del receptor de la TSH, tal como la enfermedad discutida
anteriormente de los tejidos retro orbitales del ojo asociados con la autoinmunidad al receptor de la TSH, puede
emplear alternativamente un anticuerpo antiidiotipico a un compafiero de unién o compariero de unién adicional
como el proporcionado por la presente invencion, y tales anticuerpos antiidiotipicos forman un aspecto adicional de
la presente divulgacion como se describe aqui y detalles adicionales de preparacion de los mismos se proporcionan
mediante los Ejemplos.

Mas especificamente, por lo tanto, la presente divulgacion proporciona el uso en el tratamiento de la enfermedad de
los tejidos retro orbitales del ojo asociados con la autoinmunidad al receptor de la TSH, de un compariero de union
adicional al receptor de la TSH, donde el compafiero de unién adicional inhibe sustancialmente la unién al receptor
de la TSH de un compafiero de union al receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente. La presente divulgacion proporciona ademas el uso
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo
asociados con la activacion y/o estimulacion del receptor de la TSH, de un compariero de unién adicional al receptor
de la TSH, donde el compafero de unién adicional inhibe sustancialmente la unién al receptor de la TSH de un
compafiero de union para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano)
sustancialmente como se ha descrito anteriormente. También se proporciona un procedimiento para tratar la
enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo asociados con la autoinmunidad al receptor de la TSH,
procedimiento que comprende administrar a un paciente que sufre de, o es susceptible a padecer dicha enfermedad,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compafero de unién adicional para el receptor de la TSH, donde el
compafiero de unién adicional inhibe sustancialmente la unién al receptor de la TSH de un compafiero de unién para
el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) sustancialmente como se ha
descrito anteriormente. Un compariero de unién adicional para uso en estas realizaciones de la presente invencion
comprende preferiblemente un anticuerpo de bloqueo que puede inhibir sustancialmente la unién de un compafero
de unién proporcionado por la presente invencion y por lo tanto la unién del autoanticuerpo del receptor de la TSH, al
receptor de la TSH, y dicho anticuerpo preferido puede comprender 9D33 como se describe en la presente memoria.

La presente divulgacion también proporciona el uso de un anticuerpo antiidiotipico generado para una region de
union de un compariero de unién o compafiero de unién adicional de acuerdo con la presente divulgacion, en el
tratamiento de la enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo asociados con autoinmunidad al receptor de la
TSH. La presente divulgacion proporciona ademas el uso de un anticuerpo antiidiotipico generado para una region
de union de un compafiero de unién o compafero de unién adicional de acuerdo con la presente divulgacion, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo asociada
con la activacion y/o estimulacion del receptor de la TSH. También se proporciona un procedimiento para tratar la
enfermedad de los tejidos retro orbitales del ojo asociados con la autoinmunidad al receptor de la TSH,
procedimiento que comprende la administraciéon a un paciente que sufre, o es susceptible a dicha enfermedad, de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo antiidiotipico generado para una region de unién de un
compafiero de unién o de un compariero de unién adicional de acuerdo con la presente divulgacion.

Una de las principales ventajas de un anticuerpo monoclonal como el proporcionado por la presente divulgacion
sobre la TSH en tales aplicaciones in vitro y/o in vivo es la relativa facilidad con la que tales anticuerpos pueden
manipularse. Por ejemplo, la manipulacién de la regién de unién al receptor de la TSH de un anticuerpo monoclonal
de acuerdo con la presente divulgacion con el fin de cambiar sus caracteristicas, tales como afinidad y
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caracteristicas bioldgicas, incluyendo el grado de actividad agonista o antagonista de la TSH. También, los
anticuerpos monoclonales de acuerdo con la presente divulgacion tienen una semivida mucho mas larga que la TSH
in vivo y esto puede tener ventajas considerables en aplicaciones in vivo. Ademas, la vida media de los anticuerpos
puede manipularse, por ejemplo, los fragmentos Fab de anticuerpo tienen una vida media mucho mas corta que la
IgG intacta.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen aquellas adecuadas para
administracion oral, parenteral y topica, aunque la via mas adecuada dependera en general del estado de un
paciente y de la enfermedad especifica que se esté tratando. La cantidad exacta de un compafiero de unién o de un
compafiero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano) sustancialmente como se ha descrito anteriormente aqui para ser administrado a un paciente sera
responsabilidad de un médico tratante, aunque la dosis empleada dependera de una serie de factores, incluyendo la
edad y el sexo del paciente, la enfermedad especifica que se esta tratando y la via de administracion
sustancialmente como se ha descrito anteriormente.

Ademas, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para estimular el tejido de la tiroides y/o tejido que
contiene un receptor de la TSH, procedimiento que comprende administrar a un paciente que necesita tal
estimulacion una cantidad diagndstica o terapéuticamente eficaz de un comparfiero de unién o compariero de union
adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano)
sustancialmente como se ha descrito anteriormente.

La presente divulgacion también proporciona en combinacion, un compafiero de unién para el receptor de la TSH
(tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante humano) sustancialmente como se ha descrito
anteriormente, junto con uno o mas agentes capaces de estimular el tejido de la tiroides y/o tejido que contiene un
receptor de la TSH, para uso simultaneo, separado o secuencial en la estimulacién del tejido de la tiroides, y/o tejido
que contiene un receptor de la TSH. Preferiblemente, uno o mas agentes adicionales comprenden TSH humana
recombinante y/o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos. Alternativamente, uno o mas agentes adicionales pueden actuar independientemente
de la union al receptor de la TSH.

Un compafiero de unién para el receptor de la TSH o comparfiero de union adicional (tipicamente un anticuerpo
monoclonal o recombinante humano) de acuerdo con la presente divulgacion también se puede emplear como una
fuente de reemplazo para suero de un paciente que se requiere que contenga un anticuerpo o anticuerpos del
receptor de la TSH para uso en kits comerciales. Ademas, se puede proporcionar un compafero de unién o un
compafiero de union adicional para el receptor de la TSH (tipicamente un anticuerpo monoclonal o recombinante
humano) de acuerdo con la presente divulgacion en una preparacion que se requiere que contenga una
concentracion definida de anticuerpo o anticuerpos del receptor de la TSH y de esta manera se puede proporcionar
una preparaciéon con una actividad definida, tal como actividad estimuladora, con respecto al receptor de la TSH.
Opcionalmente, dicha preparaciéon puede comprender ademas uno o mas anticuerpos monoclonales humanos
adicionales, tales como anticuerpos monoclonales para GAD, TPO o similares.

Las siguientes explicaciones ilustrativas se proporcionan para facilitar la comprension de ciertos términos usados en
la presente memoria. Las explicaciones se proporcionan por conveniencia y no son limitativas de la invencion.

COMPANERO DE UNION PARA UN RECEPTOR DE LA TSH, describe una molécula que tiene una especificidad
de unién para el receptor de la TSH. Un compariero de uniéon tal como se describe en el presente documento puede
ser derivado naturalmente o producido total o parcialmente sintéticamente. Dicho compariiero de unién tiene un
dominio o region que se une especificamente a, y es, por lo tanto, complementario a una o mas regiones del epitopo
del receptor de la TSH. En particular, un compafiero de unién tal como se describe aqui puede ser un anticuerpo
monoclonal o recombinante para el receptor de la TSH, y mas particularmente puede ser un anticuerpo monoclonal
o recombinante humano para el receptor de la TSH.

DOMINIO C designa una regién de secuencia de aminoacidos relativamente constante en moléculas de anticuerpo.
CDR designa regiones determinantes de la complementariedad que estan presentes tanto en cadenas pesadas
como ligeras de moléculas de anticuerpo y representan regiones de mayor variabilidad de secuencias. Las CDR
representan aproximadamente 15 a 20% de los dominios variables y representan sitios de union al antigeno de un
anticuerpo.

FR designa regiones marco y representan el resto de los dominios ligeros variables y dominios pesados variables no
presentes en las CDR.

HC designa parte de una cadena pesada de una molécula de anticuerpo que comprende el dominio variable de
cadena pesada y el primer dominio de una region constante de IgG.
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La CELULA HUESPED es una célula que ha sido transformada o transfectada, o es capaz de transformacién o
transfeccion por una secuencia exégena de polinucledtidos.

IDENTIDAD, como es conocido en la técnica, es la relacién entre dos o mas secuencias de polipéptidos, o dos o
mas secuencias de polinuclestidos, segun se determina por comparacion de las secuencias.

LC denota una cadena ligera de una molécula de anticuerpo.

NIBSC 90/672 es un estandar internacional para el anticuerpo estimulante de la tiroides. El estandar internacional
para la actividad estimulante de la tiroides consiste en un lote de ampollas que contienen proteinas plasmaticas
liofilizadas de un solo paciente humano con altos autoanticuerpos del receptor de la TSH. La preparaciéon se ha
evaluado en un estudio colaborativo internacional y se ha demostrado que posee tanto actividad estimulante de la
tiroides como actividad de union al receptor de la tiroides. En la cuadragésima sexta reunion celebrada en 1995, el
Comité de Expertos en Normalizacion Bioldgica de la OMS establecio la preparacion codificada 90/672 como el
estandar internacional para el anticuerpo estimulante de la tiroides. Cada ampolla contiene un residuo liofilizado de
1,0 mL de una solucién que contiene regulador de fosfato 0,02 M, proteinas de plasma humano dializado y 0,1
Unidades Internacionales (100 mili-Unidades Internacionales) por ampolla por definicion.

La ESTIMULACION DE UN RECEPTOR DE LA TSH mediante un anticuerpo monoclonal humano como se describe
en el presente documento denota su capacidad para unirse a un receptor de la TSH y, de este modo, efectuar, por
ejemplo, la produccion de AMP ciclico como resultado de dicha unién al receptor de la TSH. Tal estimulacion es
analoga a las respuestas observadas en la unién de la TSH, o autoanticuerpos del receptor de la TSH, al receptor de
la TSH y de esta manera un anticuerpo monoclonal humano como se describe en la presente proporciona
esencialmente las mismas o similares respuestas de unién como se observa con TSH o con autoanticuerpos del
receptor de la TSH, uniéndose a un receptor de la TSH.

DOMINIO V designa una region de secuencia de aminoacidos altamente variable en moléculas de anticuerpo.
DOMINIO VH designa regiones o dominios variables en cadenas pesadas de moléculas de anticuerpo.
DOMINIO VL designa regiones o dominios variables en cadenas ligeras de moléculas de anticuerpo.

La presente invencion se ilustrara ahora mediante las siguientes figuras y ejemplos, que no limitan el alcance de la
invencion de ninguna manera.

Ejemplos
Materiales y procedimientos
Aislamiento de linfocitos y clonacion de autoanticuerpos del receptor de la TSH monoclonal humana

Se obtuvo sangre de un paciente con enfermedad de Graves y diabetes mellitus tipo 1 que tenia altos niveles de
autoanticuerpos en suero para el receptor de la TSH (TRADb). Se obtuvo la aprobacién del Comité de Etica para los
estudios. Se aislaron linfocitos de sangre periférica en Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Chalfont St. Giles, HP8
4SP, RU) a partir de una muestra de sangre de 20 mL y luego se infectaron con el virus Epstein Barr (EBV)
(European Collection of Cell Cultures - ECACC, Porton Down, SP4 0JG, Reino Unido) y se cultivaron en capas
alimentadoras de macréfagos de raton como se describid anteriormente (N Hayakawa, LDKE Premawardhana, M
Powell, M Masuda, C Arnold, J Sanders, M Evans, S Chen, JC Jaume, S Baekkeskov, B Rees Smith, J Furmaniak,
"Isolation and characterization of human monoclonal autoantibodies to glutamic acid decarboxylase"; Autoimmunity
2002; 35: 343-355. Los linfocitos B inmortalizados con EBV se fusionaron a continuacion con la linea celular hibrida
de raton/humano K6H6/B5 (WL Carroll, K Thilemans, J. Dilley, R Levy, "Mouse x human heterohybridomas as fusion
partners with human B cell tumors"; Journal of Immunological Methods 1986; 89: 61-72) y se clonaron dos veces
limitando la dilucién a 5 células/pozo y un tiempo final a 1/2 célula/pozo para obtener una unica colonia (BJ Bolton,
NK Spurr. "B-lymphocytes" en: Rl Freshney, MG Freshney (eds). Culture of immortalized cells. Wiley-Liss, New York
1996, 283 - 297). Los pozos originales y los siguientes clones se cribaron para el autoanticuerpo del receptor de la
TSH mediante la inhibicion de la union de '?I-TSH al receptor de la TSH solubilizada (véase mas adelante). Los
clones individuales que producen autoanticuerpos del receptor de la TSH se cultivaron en matraces de cultivo de
tejidos.

Produccion, purificacion y etiquetado de preparaciones de anticuerpos monoclonales del receptor de la TSH
Se produjeron MAb del receptor de la TSH de ratén como se describié anteriormente (Y Oda, J Sanders, M Evans, A
Kiddie, A Munkley, C James, T Richards, J. Wills, J. Furmaniak, B Rees Smith; "Epitope analysis of the human

thyrotropin (TSH) receptor using monoclonal antibodies", Thyroid 2000; 10: 1051-1059) y también se prepararon a
partir de ratones inmunizados con ADNc del TSHR de longitud completa clonado en pcDNA3.1 (UA Hasan, AM Abai,
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DR Harper, BW Wren, WJW Morrow, "Nucleic acid immunization: Concepts and techniques associated with third
generation vaccines", Journal of Immunological Methods 1999, 229: 1-22).

Las IgG se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo de tejidos usando cromatografia de afinidad en Prosep A
(Millipore RU Ltd., Watford, WD18 8YH, RU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se evalu6 a pureza
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (PAGE).

El isotipo de la cadena pesada humana se determind usando un ensayo de difusion radial (The Binding Site,
Birmingham, B29 6AT, RU). El isotipo de la cadena ligera humana se determin6 usando transferencia Western con
cadena kappa antihumana y anticuerpos monoclonales de ratdn especificos de la cadena lambda humana (Sigma-
Aldrich Company Ltd; Gillingham, SP8 4XT, RU).

Las preparaciones de IgG purificadas se trataron con mercuripapaina (Sigma-Aldrich) a una relacion enzima/
proteina entre 1:10 y 1:100 (dependiendo del anticuerpo monoclonal particular) y se pasaron a través de una
columna Prosep A para eliminar cualquier IgG intacta o fragmento Fc de la preparacion de Fab (Y Oda, J Sanders, S
Roberts, M Maruyama, R Kato, M Perez, VB Petersen, N Wedlock, J. Furmaniak, B Rees Smith, "Binding
characteristics of antibodies to the TSH receptor"; Journal of Molecular Endocrinology 1998; 20: 233-244). La IgG
intacta fue indetectable por SDS-PAGE en las preparaciones de Fab. Las preparaciones de IgG y Fab de los
anticuerpos monoclonales se marcaron con 25l como se describi6 anteriormente (Y Oda, J Sanders, S Roberts, M
Maruyama, R Kato, M Pérez, VB Petersen, N Wedlock, J. Furmaniak, B Rees Smith; "Binding characteristics of
antibodies to the TSH receptor”; Journal of Molecular Endocrinology; 1998; 20: 233-244). Las preparaciones de IgG
se marcaron con biotina-hidracida (Pierce Rockford, IL61105, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se obtuvieron cristales de fragmentos Fab del autoanticuerpo monoclonal humano del receptor de la TSH
y se determind su estructura cristalina usando técnicas estandar.

Pacientes

Se estudiaron sueros de pacientes con enfermedad de Graves de diferente duracién de la enfermedad. Los sueros
de los pacientes estudiados mostraron inhibicion de la unién de la TSH marcada con %5 al receptor de la TSH
(véase mas adelante). Ademas, se estudiaron los sueros de 2 pacientes con enfermedad de Addison (A1y A2)y
altos niveles de autoanticuerpos para 21-OH (113 y 1970 unidades por mL, kit RSR) y sueros de 2 pacientes con
diabetes mellitus tipo 1 (D1 y D2) con altos niveles de GADes (3700 y 37,5 unidades por mL, kit RSR). Se obtuvo el
consentimiento informado de los pacientes para el estudio. También se estudiaron los sueros de donantes de sangre
sanos (adquiridos a través de Golden West Biologicals, Vista, CA 92083, EE.UU.). La primera preparacion estandar
internacional de TRAb (90/672) se obtuvo del National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC; Potters
Bar, EN6 3QH, RU).

Inhibicion de la unién de MADb de la '?5I-TSH y '?5-TSHR de ratén al receptor de la TSH

Los ensayos de inhibicién de unién se llevaron a cabo usando tubos recubiertos con receptor de la TSH como se
describio anteriormente (J Sanders, Y Oda, S Roberts, A Kiddie, T Richards, J. Bolton, V McGrath, S Walters, D.
Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smith, "The interaction of TSH receptor autoantibodies with 125|-labeled TSH
receptor”; Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1999; 84: 3797-3802) (reactivos de RSR Ltd.).
Brevemente, se incubaron 100 yL de muestra (sobrenadante de cultivo de tejidos, fragmento de IgG o Fab
purificado, suero de paciente o estandares NIBSC 90/672) en tubos recubiertos con receptor de la TSH a
temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion suave. Después de la aspiracion, los tubos se lavaron dos
veces con 1 mL de regulador de ensayo (NaCl 50 mmol/L, Tris-HCI 10 mmol/L a pH 7,8, Triton X-100 al 0,1%) antes
de la adicién de 100 yL de '?°I-TSH o '?5I-MAb (5 x 10* cpm) e incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora
con agitacion. Los tubos se lavaron entonces dos veces con 1 mL de regulador de ensayo, se aspiraron y se
contaron en un contador gamma.

La inhibicién de la unién se calculé como:

100 x 1 - cpm enlazado en presencia de material de prueba

cpm enlazado en presencia de material de control

Los materiales de control utilizados fueron medio de cultivo, una combinacion de sueros de donantes de sangre
sanos o bien como se indica.

Analisis de las actividades estimulantes de la tiroides
La capacidad de las preparaciones de autoanticuerpos monoclonales y los sueros de pacientes para estimular la
produccion de AMP ciclico (o cAMP) en células CHO que expresan el receptor de hTSH (aproximadamente 50.000

receptores por célula) (Y Oda, J Sanders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M Pérez, VB Petersen, N Wedlock, J.
Furmaniak, B Rees Smith, "Binding characteristics of antibodies to the TSH receptor"; Journal of Molecular
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Endocrinology 1998; 20: 233-244) se llevaron a cabo de acuerdo con el procedimiento de R Latif, P Graves, TF
Davies; "Oligomerization of the human thyrotropin receptor"; Journal of Biological Chemistry 2001; 276: 45217-
45224. En resumen, las células CHO se sembraron en placas de 96 pozos (30.000 células por pozo) y se incubaron
durante 24 horas en DMEM (Invitrogen Ltd., Paisley PA4 9RF, RU) que contenia suero de ternero fetal al 10%. El
cultivo se continué entonces en DMEM sin suero fetal de ternera durante 24 horas mas. El DMEM se retir6 y se
afiadieron TSH, IgG, Fab y suero de ensayo (100 uL diluidos en solucion de sales reguladas de Hank libre de NaCl
que contenia 1 g/L de glucosa, 20 mmol/L de Hepes, 222 mmol/L de sacarosa, 15 g/L de albumina de suero bovino
(BSA) y 0,5 mmol/L de 3 isobutil-1-metil xantina pH 7,4) y se incubé durante 1 hora a 37°C. Después de la
eliminacion de las soluciones de ensayo, las células se lisaron y se ensayaron para determinar el AMP ciclico
usando un sistema de inmunoensayo enzimatico Biotrak de Amersham Biosciences; Chalfont St. Giles, HP8 4SP,
Reino Unido. En algunos experimentos, se evalu6 la capacidad de los sueros de pacientes y los anticuerpos
monoclonales de ratén para el TSHR para inhibir la actividad estimulante de la TSH o hMAb TSHR1. Esto se realizd
comparando (a) los efectos estimulantes de la TSH o hMAb TSHR1 solo con (b) los efectos estimulantes de la TSH
o hMAb TSHR1 en presencia de sueros de pacientes o anticuerpo monoclonal de ratén.

Analisis genético de la region variable

El ARN total se preparé a partir de 1 x 107 células de un clon productor de autoanticuerpos del receptor de la TSH
utilizando el procedimiento acido de fenol guanidina (P Chomczynski, N Sacchi; "Single-step method of RNA
isolation by acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction"; Analytical Biochemistry 1987; 162: 156-159)
y ARNm preparado usando perlas magnéticas oligo dT (Dynal Biotech Ltd., Wirral, CH62 3QL, RU). Las reacciones
de RT-PCR se realizaron usando reactivos de Invitrogen Ltd.; Paisley PA4 9RF, Reino Unido.

Los cebadores oligonucledtidos de hebra de sentido se disefiaron utilizando las secuencias recomendadas por la
base de datos V-base del Consejo de Investigacion Médica (www.mrc-cpe.cam.ac.uk). Los cebadores antisentido
especificos para la cadena pesada de IgG1 humana y la cadena ligera lambda se basaron en las secuencias de
ADN que codifican la regiéon constante. Tanto los cebadores sentido como antisentido incluyeron secuencias
adicionales del sitio de endonucleasa de restriccion 5' para facilitar la clonaciéon de productos de PCR. Las
reacciones de RT-PCR de la cadena ligera lambda y cadena pesada de IgG1 se realizaron usando el panel
completo de cebadores apropiados. Todos los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen Ltd. La reaccion de RT
tuvo lugar a 50°C durante 10 minutos seguida inmediatamente por 40 ciclos de PCR (15 segundos 94°C, 30
segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C). Los productos de RT-PCR se clonaron en pUC18 y se prepar6 ADN
utilizando el kit Wizard de Promega RU Ltd.; Southampton SO16 7NS, Reino Unido y se secuencié por el
procedimiento de Sanger-Coulson (F Sanger, S Nicklen, AR Coulson, "DNA sequencing with chain terminating
inhibitors", Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 1977; 74: 5463-5467). Las secuencias de
la region V se compararon con las secuencias disponibles de genes de Ig humana usando Ig blast
(www.ncbi.nim.nih.gov/igblast/ igblast.cgi).

Ensayo de inmunoprecipitacion (IPA)

El ADNc que codifica el receptor de la TSH de longitud completa se colocé después del promotor T7 en pYES2
(Invitrogen) y se us6 en un sistema TnT in vitro (Promega RU Ltd.) para producir un receptor de la TSH marcado con
35S-metionina tal como se describio anteriormente (L Prentice, J Sanders, M Perez, R Kato, J Sawicka, Y Oda, D
Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smith; "Thyrotropin (TSH) receptor autoantibodies do not appear to bind to the TSH
receptor produced in an in vitro transcription/translation system"; Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism
1997; 82: 1288-1292). En resumen, se afiadieron 50 uL del receptor de la TSH marcado con 3°S (25.000 - 30.000
cpm) diluido en HSB (150 mmol/L de Tris-HCL pH 8,3, 200 mmol/L de NaCl y 10 mg/mL de albumina de suero
bovino con Tween 20 al 1%) para duplicar las alicuotas de 50 pL de la muestra de ensayo diluida y se incubo
durante 2 horas a temperatura ambiente. Los complejos inmunes se precipitaron después por adicion de proteina A-
sefarosa (Sigma-Aldrich) y se hizo el recuento en un contador de centelleo.

Preparaciones de receptores de la TSH y transferencia de Western

Se expreso el receptor de la TSH humana de longitud completa en células CHO-K1, se extrajo con Triton X-100 al
1% y se purificd6 mediante cromatografia de afinidad de anticuerpo monoclonal del receptor de la TSH como se
describié anteriormente (Y Oda, J Sanders, M Evans, A Kiddie, A Munkley, C James, T Richards, J. Wills, J.
Furmaniak, B Rees Smith, "Epitope analysis of the human thyrotropin (TSH) receptor using monoclonal antibodies";
Thyroid 2000; 10: 1051-1059).

El receptor purificado de la TSH producido en células CHO se corri6 en geles de SDS-PAGE al 9%, embotellado en
nitrocelulosa y se hizo reaccionar con anticuerpos de ensayo como se describié anteriormente (Y Oda, J Sanders, M
Evans, A Kiddie, A Munkley, C James, T Richards, J Wills, J. Furmaniak, B Rees Smith, "Epitope analysis of the
human thyrotropin (TSH) receptor using monoclonal antibodies"; Thyroid 2000; 10: 1051-1059).

Analisis de epitopos utilizando péptidos receptores de la TSH
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Veintiséis péptidos cada uno de 25 aa de largo que cubren todo el dominio extracelular del receptor de la TSH
humana fueron amablemente proporcionados por el Dr. J Morris (JC Morris, ER Bergert, DJ McCormick, " Structure-
function studies of the human thyrotropin receptor. Inhibition of binding of labeled thyrotropin (TSH) by synthetic
human TSH receptor peptides"; Journal of Biological Chemistry 1993; 268: 10900-10905). Un péptido humano 21-
OH (C1, SSSRVPYKDRARLPL) que se une a un MAb M21-OH5 (S Chen, J Sawicka, L Prentice, JF Sanders, H
Tanaka, V Petersen, C Betterle, M Volpato, S Roberts, M Powell, B Rees Smith, J Furmaniak, "Analysis of
autoantibody epitopes on steroid 21-hydroxylase using a panel of monoclonal antibodies"; Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism 1998; 83: 29772986) se usd como control positive y un anticuerpo monoclonal
humano para GADgs (N Hayakawa, LDKE Premawardhana, M Powell, M Masuda, C Arnold, J Sanders, M Evans, S
Chen, JC Jaume, S Baekkeskov, B Rees Smith, J Furmaniak; "Isolation and characterization of human monoclonal
autoantibodies to glutamic acid decarboxylase"; Autoimmunity 2002; 35: 343-355) se us6 como control negativo. El
ELISA del péptido se llevd a cabo como se describié anteriormente (Y Oda, J Sanders, M Evans, A Kiddie, A
Munkley, C James, T Richards, J Wills, J Furmaniak, B Rees Smith; "Epitope analysis of the human thyrotropin
(TSH) receptor using monoclonal antibodies"; Thyroid 2000; 10: 1051-1059).

Interaccion de preparaciones de autoanticuerpos de TSHR monoclonales con el receptor de la TSH recubierto sobre
tubos de plastico o pozos de placas de ELISA

(a) autoanticuerpo marcado con 29|

Se incubaron muestras de ensayo que incluian sueros de pacientes (100 L) en tubos recubiertos con receptor de la
TSH (RSR Ltd.) a temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion suave. Después de la aspiracion, los tubos
se lavaron dos veces con 1 mL de regulador de ensayo antes de la adicion de 100 yL de preparacion de
autoanticuerpos marcados (30.000 cpm) e incubacién a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion. Los
tubos se lavaron entonces dos veces con 1 mL de regulador de ensayo, se aspiraron y se contaron en un contador
gamma. La inhibicion de la unién de autoanticuerpos marcados con 2% se calculé usando la formula como para la
inhibicion de la unién de la TSH (véase mas arriba).

(b) Autoanticuerpo monoclonal marcado con biotina y TSH marcada con biotina

Se uso el procedimiento descrito anteriormente (J Bolton, J Sanders, Y Oda, C Chapman, R Konno, J. Furmaniak y
B Rees Smith, "Measurement of thyroid-stimulating hormone receptor autoantibodies by ELISA; Clinical Chemistry,
1999; 45: 2285-2287). En forma resumida, se incubaron muestras de ensayo incluyendo sueros de pacientes (75 pL)
en pozos de placas de ELISA recubiertos con receptor de la TSH (RSR Ltd.) durante 2 horas con agitacion (200
agitaciones por minuto) en un agitador de placas de ELISA. Se retiraron luego las muestras de ensayo y se lavaron
los pozos y una vez con regulador de ensayo. Se afadieron luego autoanticuerpo monoclonal del receptor de la TSH
marcado con biotina (1 ng en 100 yL) o TSH porcina marcada con biotina (RSR Ltd.; 5 ng en 100 yL) y se continud
la incubacion durante 25 minutos a temperatura ambiente sin agitacion. Los pozos se lavaron una vez, se afiadieron
100 mL de estreptavidina-peroxidasa (RSR Ltd., 10 ng en 100 pL) y se continud la incubacion durante 20 minutos a
temperatura ambiente sin agitacion. Los pozos se lavaron luego 3 veces, se afiadid sustrato de peroxidasa tetrametil
bencidina (RSR Ltd.; 100 pL). Después de la incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente sin agitar, se
afiadieron 50 yL de H>SO4 0,5 M para detener la reaccion del sustrato y se leyé la absorbancia de cada pozo a 450
nm en un lector de placas de ELISA. La inhibicién de la unién de MAb o TSH biotinilados se expresé como un indice
calculado como:

100 x 1 - absorbancia de la muestra de ensayo a 450 nm

absorbancia del suero de control negativo a 450 nm
Analisis de Scatchard del anticuerpo monoclonal que se une a tubos recubiertos con receptor de la TSH

Se incubaron IgG o Fab sin marcar en 50 yL de regulador de ensayo y 50 uL de IgG de hMAb o Fab marcado con
125] (30.000 cpm en regulador de ensayo) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion suave, se lavo dos
veces con 1 mL de regulador de ensayo y se conté en un contador gamma. Se graficé la concentracion de IgG o Fab
unida vs unidal/libre (G Scatchard, "The attraction of proteins for small molecules and ions"; Annals of the New York
Academy of Sciences 1949; 51: 660-672) para derivar las constantes de asociacion.

Unién del receptor de la TSH a tubos recubiertos con autoanticuerpos monoclonales del receptor de la TSH

Se incubaron muestras de ensayo que incluian sueros de pacientes (100 uL) y receptor de la TSH solubilizado en
detergente (20 yL) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron partes alicuotas duplicadas
de 50 yL de la mezcla de incubacion a tubos de plastico (Nunc Maxisorp) que se habian recubierto con un
autoanticuerpo Fab del receptor de la TSH monoclonal (200 yL de 10 pg/mL durante la noche a 4°C seguido de
lavado y posterior recubrimiento). Después de la incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
suave, se lavaron los tubos, se afiadieron 100 L (40.000 cpm) de anticuerpo monoclonal 4E31 del extremo terminal
C del receptor de la TSH marcado con "I (J Sanders, Y Oda, A Kiddie, T Richards, J Bolton, V McGrath, S Walters,
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D Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smith; "The interaction of TSH receptor autoantibodies with 125I-labelled TSH
receptor”; Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1999; 84: 3797-3802), y continud la incubacion durante
1 hora mas con agitacion suave. Después se lavaron los tubos y se hizo el recuento de '?5I.

Clonacion y expresion del Fab hMAb TSHR1 recombinante en E. coli

Se corto el producto de RT-PCR de cadena pesada de hMAb TSHR1 (véase la seccion Analisis de genes de region
variable) con endonucleasas de restriccion Xhol y Spel y se cort6 el producto de PCR de cadena ligera de hMAb
TSHR1 con endonucleasas de restriccion Sacl y Xbal y tanto los ADNc de cadenas pesada como ligera clonados en
el vector Immunozap H/L (Stratagene Europe, Amsterdam, Paises Bajos) (I Matthews, G Sims, S Ledwidge, D Stott,
D. Beeson, N. Willcox, A Vincent, "Antibodies to acetylcholine receptor in parous women with myasthenia: evidence
for immunization by fetal antigen"; Laboratory Investigation 2002; 82: 1-11) bajo el control del promotor lacZ. EI ADN
de plasmido se preparé usando el kit de purificacion de plasmido Qiagen midi (Qiagen Ltd., Crawley, RH10 9AX, RU)
y se confirmé la presencia de los ADNc de cadena pesada y ligera de hMAb TSHR1 por secuenciacion usando el
procedimiento de Sanger-Coulson (F Sanger, S Nicklen, AR Coulsen, "DNA sequencing with chain terminating
inhibitors"; Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 1977; 74: 5463-5467). EI ADN plasmidico
se transform6 en 2 cepas de E. coli diferentes (a) XL1-Blue MRF' (Stratagene) y (b) HB2151 (Amersham
Biosciences) y se desarrollo durante una noche a 37°C en ampicilina LB (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
NaCl 10 g/L, 100 pyg/mL de concentracion final de ampicilina) en placas de agar (15 g/L de agar). Los cultivos
previos (una colonia en 3 mL de ampicilina LB + 1% de glucosa) se desarrollaron durante la noche a 37°C con
agitacion. La produccion de Fab recombinante se inhibe en presencia de glucosa. Los cultivos previos después de la
incubacion durante la noche se diluyeron 1/100 (0,5 mL en 50 mL de ampicilina LB) y se desarrollaron a 37°C hasta
que la DOegoo estaba entre 0,4 y 0,6. Estos cultivos se colocaron a 30°C con agitacion durante 20 minutos. A
continuacion, se afadio isopropilo-f (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mmol/L y se continud la incubacion
de los cultivos durante la noche (16 horas) a 30°C con agitacién. Los cultivos se centrifugaron luego a 3000 rpm
durante 30 minutos a 4°C y se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y los sedimentos. Se resuspendieron los
sedimentos en 1 mL de regulador TES helado (Tris-HCI 0,2 mol/L pH 8,0, 0,5 mol/L de EDTA y 0,5 mol/L de
sacarosa) mediante agitacion tipo vortice. Se afiadieron 1,5 mL mas de regulador TES enfriado con hielo diluido 5x
en H20, se someti6 de nuevo la mezcla a agitacion tipo vortice y se incubd sobre hielo durante 30 minutos, luego se
centrifugd nuevamente para producir un segundo sobrenadante o fraccion periplasmica (PF). Se filtraron el
sobrenadante de cultivo y PF a través de un filtro de 0,45 pm y se dializaron durante la noche en 10 mmol/L de Tris,
pH 7,5, 50 mmol/L de NaCl. También se prepararon sobrenadante de cultivo o PF de las células XL1-Blue MRF' y
HB2151 no transformadas y XL1-Blue MRF' transformadas con el plasmido hMAb TSHR1 (XL1-Blue MRF'/hMAb
TSHR1) y HB2151 transformadas con el plasmido hMAb TSHR1 (HB2151/hMAb TSHR1) cultivadas con glucosa sin
IPTG, es decir, no inducidas. Se ensayaron los sobrenadantes de cultivo y PF para (a) su capacidad para inhibir la
union de la TSH al TSHR, (b) su capacidad para estimular la produccion de AMP ciclico en células CHO que
expresan TSHR, y (c) la concentracion total de Fab recombinante mediante radioinmunoensayo. En este ensayo, se
incubaron calibradores y materiales de ensayo incluyendo sobrenadantes de cultivo y PF (100 uL por duplicado)
diluidos en regulador de ensayo (50 mmol/L de NaCl, 10 mmol/L de Tris-HCI pH 7,8, Triton X-100 al 0,1%) 1 hora a
temperatura ambiente en tubos de plastico recubiertos con anti-lgG humana de cabra especifica de Fab (de Sigma
Aldrich, Poole, BH12 4QH, RU). Después se lavaron los tubos con regulador de ensayo (2 x 1 mL) y se afiadieron
100 uL de hMAb TSHR1 Fab marcado con '?°| (30.000 cpm) seguido de incubacion a temperatura ambiente.
Después de 1 hora, los tubos se lavaron de nuevo (2 x 1 mL) y se hizo el recuento de '?%I. Los recuentos unidos se
graficaron contra la concentracion de Fab (hibridoma producido hMAb TSHR1 Fab) en los calibradores (5-500
ng/mL) y la concentracion de Fab recombinante en los diversos materiales de ensayo se leyd a partir de esta curva
de calibracion. El limite de deteccion para este ensayo fue de 5 - 10 ng/mL de Fab.

Clonacion y expresion de 4B4 recombinante (un MAb humano para acido glutamico descarboxilasa o GAD) y Fab
hibridos recombinantes (mezcla de HC y LC de hMAb TSHR1 y 4B4)

El Fab 4B4 recombinante (4B4 se describe en detalle por N Hayakawa, LDK Premawardhana, M Powell, M Masuda,
C Arnold, J Sanders, M Evans, S Chen, JC Jaume, S Baekkeskov, B Rees Smith, J Furmaniak. Isolation and
characterization of human monoclonal antibodies to glutamic acid decarboxylase. Autoimmunity 2002 volumen 35
paginas 343-355) y Fab hibridos recombinantes se produjeron clonando el respectivo HC y LC en el vector
Immunozap H/L y se expresaron en células HB2151 como se describe para hMAb TSHR1 Fab recombinante. Los
sobrenadantes de cultivo y la fraccidn periplasmica se ensayaron en cuanto a su capacidad para (a) inhibir la unién
de la TSH al TSHR (b) para estimular la produccién de AMP ciclico en células CHO que expresan el TSHR y (c) para
la concentracion de Fab recombinante total como se ha descrito anteriormente. Ademas, se evalud la actividad de
GAD-Ab como se describe a continuacion.

Medicién de la actividad de GAD Ab Fab recombinante en sobrenadantes de cultivo y fracciones periplasmicas
Se utilizd6 un ensayo basado en la capacidad de la preparacion de GAD Ab Fab para inhibir la unién de GAD
marcado con '?5| (de RSR Ltd., Cardiff, CF23 8HE, RU) al anticuerpo monoclonal humano para GAD (4B4). En el

ensayo, las muestras de ensayo diluidas en regulador de ensayo GAD Ab (150 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-
HCI pH 8,0, 1% v/v de Tween 20, 1 g/L de albimina de suero bovino y 0,5 g/L de NaNs) se incubaron (50 pL por
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duplicado con GAD marcado con 25 (30.000 cpm en 50 uL de regulador de ensayo de GAD Ab) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 50 L de IgG 4B4 (0,1 ug/mL en regulador de ensayo GAD Ab)
y se continud la incubacion durante 24 horas a temperatura ambiente. Se afiadié a continuacion la proteina A en
fase solida (50 pL en regulador de ensayo GAD Ab, de RSR Ltd.) para precipitar complejos de GAD marcado con
IgG-'?%| (la proteina A no reacciona con complejos de Fab y GAD marcado con '?5l. Después de dejar que la
reaccion con la proteina A prosiguiera durante 1 hora a temperatura ambiente, los precipitados se sedimentaron por
centrifugacion (1500 g durante 30 minutos a 4°C), se lavd con 1 mL de regulador de ensayo GAD Ab y se hizo el
recuento de '?°1. La union de GAD marcado con '?5| en ausencia de IgG 4B4, fue de 4-5% del cpm total afiadido.

Produccién de anticuerpos antiidiotipicos para hMAb TSHR1

Se inmunizaron ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad en forma intraperitoneal con 50 ug de hMAb TSHR1 Fab
en adyuvante completo de Freund seguido de una segunda inyeccién con 50 pg de hMAb TSHR1 Fab en adyuvante
incompleto de Freund después de 25 dias y una inyeccién adicional de 50 pyg de hMAb TSHR1 Fab 4 dias antes de
la extraccion del bazo. Las células de bazo de ratones positivos para anticuerpos (véase mas adelante) se
fusionaron con una linea celular de mieloma de raton y anticuerpos monoclonales aislados como anteriormente para
los MAb del TSHR. Los niveles de anticuerpo antiidiotipico en los sueros de raton y los pozos de cultivo celular se
midieron mediante la inhibicion de la union de '?°I-hMAb TSHR1 Fab a tubos recubiertos con TSHR. En particular, se
incubaron alicuotas duplicadas de 60 uL de la muestra de ensayo (diluidas en regulador de ensayo: 50 mmol/L de
NaCl, 10 mmol/L de Tris-HCI pH 7,8, Triton X-100 al 0,1%) con 60 uL de '25I-hMAb TSHR1 Fab (30.000 cpm diluidos
en regulador de ensayo) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se transfirieron 100 yL de la mezcla a tubos
recubiertos con TSHR por duplicado (RSR Ltd.) con 20 yL de regulador de partida (véase mas arriba) y se continué
la incubacién durante otras dos horas a temperatura ambiente con agitacion. Los tubos se lavaron a continuacion
con 2 x 1 mL de regulador de ensayo y se hizo el recuento de '?°|. La presencia de anticuerpos antiidiotipicos
reactivos con hMAb TSHR1 fue evidente por la capacidad de las muestras de ensayo para inhibir la unién del hMAb
TSHR1 Fab marcado a los tubos recubiertos con TSHR.

Resultados

Se sembraron linfocitos (30 x 10°) obtenidos a partir de 20 mL de sangre del paciente a razén de 1 x 108 por pozo en
una placa de 48 pozos con 200 yL de sobrenadante de EBV en capas alimentadoras de macréfagos de raton. El dia
11 después de la infeccion con EBV, se controlaron los sobrenadantes en cuanto a la inhibicion de la union de 125|-
TSH. Se encontré que un pozo era positivo para la inhibicién de la unién, los niveles de inhibicion aumentaron a mas
del 90% de inhibicion el dia 16 y se mantuvo en ese nivel hasta el dia 24, después de lo cual disminuyeron. Los
cultivos se expandieron y se fusionaron con células K6H6/B5 el dia 21, 23, 26 y 27 después de la infeccion por EBV;
en total se llevaron a cabo 7 experimentos de fusion. Cada fusién se sembré en placa a través de 3 placas de 96
pozos (es decir, 21 placas en total) y se obtuvo un pozo que produce en forma estable anticuerpos con actividad
inhibidora de union de '?%I-TSH. Esto fue seguido por 3 rondas de nueva clonacién para producir un solo clon que
produce un anticuerpo monoclonal humano que inhibia la unién de la TSH marcada al receptor de la TSH. Este
autoanticuerpo del receptor de la TSH monoclonal humano se denomin6 hMAb TSHR1 y era de la subclase IgG1
con una cadena ligera lambda.

La capacidad de diferentes concentraciones de hMAb TSHR1 IgG y Fab para inhibir la unién de la TSH marcada al
receptor de la TSH se muestra en la Figura 1. Como puede observarse en la Figura 1, tan poco como 1 ng/mL de
estas preparaciones inhibieron la unidon de la TSH obteniéndose una inhibicién mayor al 90% con 1.000 ng/mL.
TSMAb TSHR1 IgG y Fab también estimularon la produccion de AMP ciclico en células CHO transfectadas con el
receptor de la TSH como se muestra en la Figura 2. Tan poco como 1 ng/mL de hMAb TSHR1 IgG o Fab causo6
estimulacion fuerte de AMP ciclico. Se observaron niveles similares de estimulacion con 0,1ng/mL de la TSH de
porcino y 10 ng/mL de la TSH humana. La comparacion de la capacidad del suero del donante original de linfocitos
(tomado al mismo tiempo que la muestra de sangre para el aislamiento de linfocitos) para inhibir la unién de la TSH
marcada al receptor de la TSH y estimular la produccién de AMP ciclico en células CHO transfectadas con receptor
de la TSH se muestra en la Figura 3. La inhibicion de la unién de la TSH se pudo detectar con suero diluido 500
veces mientras que la estimulacién de AMP ciclico pudo ser detectada con suero diluido 5.000 veces.

hMAb TSHR1 IgG marcada con '?%| unida a tubos recubiertos con receptor de la TSH y el analisis de Scatchard
indico una constante de asociacion de 5 x 10" molar'. Esta union fue inhibida por los sueros de pacientes con
enfermedad de Graves que tenian autoanticuerpos del receptor de la TSH (detectable por inhibicion de la unién de la
TSH marcada) (Tabla 1). hMAb TSHR1 Fab marcado con 25| se uni6 también a tubos recubiertos con receptor de la
TSH (constante de asociacion por analisis de Scatchard = 4,5 x 10'° molar') y esta union fue inhibida por sueros de
Graves positivos de autoanticuerpos del receptor de la TSH (Tabla 2). Ademas, las preparaciones solubilizadas con
detergente eran capaces de unirse a tubos de plastico recubiertos con hMAb TSHR1 y esta unién podria ser inhibida
por sueros que contenian autoanticuerpos del receptor de la TSH (Tabla 3).

Como se muestra en la Tabla 4, hMAb TSHR1-biotina unido a placas de ELISA revestidas con receptor de la TSH y

la unién se inhibié mediante la preparacion de referencia internacional NIBSC 90/672 y el suero de pacientes con
enfermedad de Graves. La inhibicion de la unién no se observd por los sueros de donantes de sangre sanos. La
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Figura 3a muestra una representacion grafica de una comparacion entre un ensayo para autoanticuerpos de TSHR
basado en hMAb TSHR1-biotina y ensayos anteriores. La sensibilidad del ensayo basado en hMAb TSHR1-biotina
es claramente superior de acuerdo con la concentracion del estandar internacional NIBSC 90/672 detectable. Esto
se confirmo en un estudio de sueros de 72 pacientes con enfermedad de Graves mostrada en la Figura 3b. Los
sueros de donantes de sangre sanos (n = 100) y los sueros de sujetos con enfermedades no de la tiroides (n = 43)
produjeron respectivamente valores de hasta 10% de inhibicidon de la union de hMAb TSHR1 y hasta 11% de
inhibicidon de unién a TSH en este estudio.

hMAb TSHR1 IgG no reaccion6 con preparaciones del receptor de la TSH de longitud completa en analisis de
transferencia Western ni reacciono bien con receptor de la TSH de longitud completa marcado con 35S en el ensayo
de inmunoprecipitacién ni en el ELISA de péptido del receptor de la TSH. Esta falta de reactividad indica que hMAb
TSHR1 reacciona con epitopos conformacionales en lugar de lineales en el receptor de la TSH.

El analisis secuencial de los genes que codifican para hMAb TSHR1 indic6 que los genes de la region V de cadena
pesada eran de la familia VH5, el gen D de la familia D6-13 y el gen J de la familia JH5 y para la cadena ligera la
region del gen V es de la linea germinal VL1-11 y la region del gen J es de la linea germinal JL3b. Las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de cadena pesada se muestran en las Figuras 4 y 5 respectivamente y las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de cadena ligera se muestran en las Figuras 6 y 7, respectivamente. Estas secuencias
son un refinamiento de las secuencias de nucleétidos de HC y LC determinadas usando cebadores de PCR que son
degenerados. En particular, se identifico un artefacto de secuenciaciéon de HC para los nucledtidos 115-120. La
secuenciacion indicd cacgtg (transcrita a los aminoacidos His Val) mientras que la estructura cristalina indico de
forma mas confiable los aminoacidos GIn Leu (siendo las bases correspondientes cagctg). El analisis de la
estructura cristalina también permitié el refinamiento de las secuencias de aminoacidos derivadas de HC y LC en
particular en la region del cebador de la PCR degenerada. En el caso del LC, se encontré que el aminoacido 2 era
Pro por RT-PCR pero era Thr a partir de la estructura cristalina. En el caso del HC se encontré que el aminoacido 2
era Met por RT-PCR pero era Val a partir de la estructura cristalina.

La comparacién de las actividades de las preparaciones de hMAb TSHR1 IgG y el estandar internacional para
autoanticuerpos del receptor de la TSH en términos de inhibicién de la unién de la TSH marcada se muestran en la
Tabla 5. Esto permitié estimar una actividad especifica de hMAb TSHR1 IgG como 138 unidades de NIBSC 90/672
por mg de proteina cuando los ensayos se realizaron en suero y 163 unidades por mg cuando los ensayos se
realizaron en regulador de ensayo (media de los 2 valores = 150 unidades/mg). Las preparaciones de hMAb TSHR1
Fab fueron 288 y 309 unidades por mg en suero y regulador de ensayo respectivamente (media de los 2 valores =
300 unidades/mg). La Tabla 6 muestra un analisis similar del suero del donante de linfocitos y de la IgG del suero del
donante. Como puede verse, el suero del donante contiene una media de 0,38 unidades/mL de NIBSC 90/672 (0,36
y 0,4 en suero y regulador de ensayo, respectivamente) y la IgG de suero del donante tiene una actividad especifica
media de 0,059 unidades por mg de proteina. Estos resultados se resumen en la Tabla 7 y la comparacion con la
actividad especifica de hMAb TSHR1 IgG (150 unidades/mg) indica que el anticuerpo monoclonal IgG es 2.500
veces mas activo que el IgG de suero de donante de linfocitos en términos de inhibicion de la unién a TSH.

La evaluacion inicial de las actividades de las diversas preparaciones de IgG y suero en términos de estimulacion de
AMP ciclico en células CHO transfectadas con el receptor de la TSH se muestran también en la Tabla 7. La
estimulacion del ensayo de AMP ciclico se caracteriza por considerable en el ensayo y entre la variabilidad del
ensayo. Esto se refiere a varios factores que incluyen la variacion en el ndmero y la calidad de las células
inicialmente sembradas en las placas de 96 pozos y la variaciéon en la velocidad de crecimiento de las células
sembradas durante las subsiguientes 48 horas. En consecuencia, los ensayos de hMAb TSHR1 IgG y Fab, suero del
donante de linfocitos y suero de IgG y NIBSC 90/672 se llevaron a cabo repetidamente y los resultados se resumen
en la Tabla 8. La actividad especifica de la hMAb TSHR1 IgG fue de 318 unidades por mg en el ensayo de
estimulacion en comparacion con 0,1 unidades por mg para la IgG de suero del donante de linfocitos, es decir, la
IgG de anticuerpo monoclonal era aproximadamente 3.000 veces tan activa como la IgG de suero del donante en
términos de estimulaciéon de la produccion de AMP ciclico. Este valor esta en un acuerdo razonable con el valor de
2.500 veces observado para la inhibicién de las mediciones de union a la TSH (véase mas arriba y las Tablas 5 y 6).
La Tabla 9 muestra un analisis adicional de los efectos estimuladores del receptor de la TSH de hMAb TSHR1 IgG y
Fab y de la IgG de suero del donante de linfocitos.

Los efectos de la TSH porcina y de hMAb TSHR1 IgG en la estimulacién de la produccion de AMP ciclico en células
CHO que expresan el receptor de la TSH fueron aditivos como puede verse en los resultados mostrados en la Tabla
10.

Los resultados tipicos observados en la estimulacion del ensayo de AMP ciclico con la preparacion de referencia
NIBSC 90/672 se muestran en la Tabla 11.

Las Tablas 12 y 13 muestran los efectos de los diversos sobrenadantes de cultivo de E. coli en términos de
inhibicién de la unién de la TSH marcada y estimulacion de la produccion de AMP ciclico respectivamente.
Transformado (con el plasmido hMAb THSR1) y los cultivos inducidos por IPTG de ambas cepas de E. coli
produjeron cantidades suficientes de hMAb TSHR Fab recombinante para actuar como potentes inhibidores de la
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union a la TSH (Tabla 12) y potentes estimuladores de la produccion de AMP ciclico (Tabla 13). Los sobrenadantes
de cultivo de control (a partir de células no transformadas y células transformadas, pero no inducidas) no produjeron
niveles detectables de actividad de inhibicion de union (Tabla 12) o de estimulacion (Tabla 13).

En otros experimentos de control, se analizé un anticuerpo humano Fab recombinante producido por clonacién y
expresion de HC y LC de un anticuerpo monoclonal humano contra GAD (4B4). Los ensayos de sobrenadantes de
cultivo y fracciones periplasmicas indicaron que el Fab 4B4 recombinante no tenia inhibicion detectable de la
actividad de unién a TSH (Tablas 14 y 15) o actividad estimulante del TSHR (Tablas 16 y 17). Ademas, los Fab
hibridos que consisten en (a) hMAb TSHR1 HC y 4B4 LC (b) hMAb TSHR1 LC y 4B4 HC no mostraron interaccion
con el TSHR en ninguno de los dos ensayos (Tablas 14-17). Los ensayos para la actividad de Ab de GAD en estas
diversas preparaciones de Fab recombinante sélo fueron capaces de detectar la expresion de Ab de GAD en células
transformadas con 4B4 HC y 4B4 LC (Tablas 18 y 19). hMAb TSHR1 Fab recombinante no mostré actividad de Ab
de GAD detectable ni tampoco los hibridos de Fab recombinantes que consistian en mezclas de 4B4 y hMAb
TSHR1 HC y LC (Tablas 18 y 19).

La capacidad de hMAb TSHR1 para estimular la produccién de AMP ciclico en células CHO transfectadas con el
TSHR fue inhibida por sueros de pacientes que contenian autoanticuerpos de TSHR que actuaban como
antagonistas de la TSH (Figura 8). Ademas, un anticuerpo monoclonal de ratén para el TSHR (9D33) fue capaz de
bloquear las actividades estimulantes de hMAb TSHR1 (Tabla 20), mientras que otro MAb de ratdon del TSHR (2B4)
fue ineficaz (Tabla 20). Sin embargo, 2B4 fue capaz de bloquear las actividades estimulantes de la TSH como 9D33
(Tabla 21). La Tabla 22 muestra la capacidad de 2B4 y 9D33 para inhibir la unién de la TSH marcada con 23 y
hMAb TSHR1 marcada con 2% a los tubos de plastico del TSHR. 9D33 fue capaz de inhibir la union de la TSH
marcada y la unién de hMAb TSHR1 marcado muy eficazmente (mas del 50% de inhibiciéon a razon de 10 pg/mL).
2B4 era un inhibidor efectivo de la unién de la TSH marcada al TSHR (mas del 80% de inhibicién a razén de 1 pg/
mL), pero tenia sélo un efecto menor sobre la uniéon de hMAb TSHR1 (11% de inhibicion a razén de 1 pg/mL) o
sobre la unién 9D33 (22% de inhibicion a razén de 1 pg/mL). La union del 9D33 marcado a los tubos recubiertos con
TSHR fue inhibida por sueros de pacientes con enfermedad de Graves que contenian autoanticuerpos TSHR (como
la medida por inhibicién de la unién de la TSH marcada al TSHR) mientras que los sueros de donantes de sangre
sanos y sueros de pacientes con otras enfermedades autoinmunes tenian poco o ningun efecto (Tabla 23). La union
de 9D33 marcada al TSHR fue inhibida por autoanticuerpos de TSHR con propiedades agonistas o antagonistas de
la TSH (Tabla 24) y por el estandar internacional NIBSC 90/672 (Tabla 25). El analisis de Scatchard indicé que 9D33
y 2B4 tenian afinidades de 2 x 10'° molar' y 1 x 10" molar respectivamente para receptores de la TSH recubiertos
sobre tubos de plastico.

La inmunizacién de ratones con hMAb TSHR1 Fab dio como resultado la produccién de anticuerpos en los sueros
de ratones (anticuerpos policlonales) que eran capaces de unirse a hMAb TSHR Fab de tal manera que inhibian la
capacidad del Fab para unirse al TSHR (Tabla 26). Ademas, un anticuerpo monoclonal producido a partir de las
células de bazo de un ratén inmunizado con hMAb TSHR1 Fab también fue capaz de inhibir la unién de Fab al
TSHR (Tabla 27).

En general, nuestro analisis indica que el autoanticuerpo monoclonal humano hMAb TSHR1, la unién del receptor de
la TSH y las caracteristicas de estimulacion de la tiroides de los anticuerpos del receptor de la TSH en el suero del
donante de linfocitos. Como se ha detallado anteriormente, el anticuerpo monoclonal también fue producido como
una preparacion de Fab recombinante.

Conclusiones

(a) Hemos producido un autoanticuerpo monoclonal humano para el receptor de la TSH que tiene propiedades
similares al autoanticuerpo del receptor de la TSH en el suero del paciente donante. El anticuerpo monoclonal
también fue producido como una preparacion de Fab recombinante.

(b) El anticuerpo monoclonal IgG y Fab y las preparaciones de Fab recombinantes son potentes estimuladores de la
tiroides e inhibidores efectivos de la unién de la TSH marcada al receptor de la TSH.

(c) La unidn de las preparaciones de MAb IgG y Fab marcadas al receptor de la TSH se inhibe por sueros positivos
para el autoanticuerpo del receptor de la TSH de pacientes con enfermedad de Graves, pero no por sueros de
donantes de sangre sanos o sueros de pacientes con otras enfermedades autoinmunes. Los sistemas de ensayo
para autoanticuerpos de TSHR basados en la inhibicién de la unién de hMAb TSHR1 marcado al receptor de la TSH
son mas sensibles que otros ensayos descritos hasta ahora.

(d) Autoanticuerpos del receptor de la TSH que actian como antagonistas de la TSH asi como autoanticuerpos del
receptor de la TSH que actian como agonistas de la TSH inhiben la unién de hMAb TSHR1 marcado al receptor de
la TSH.

(e) Las preparaciones de hMAb TSHR1 recubiertas sobre tubos de plastico unen el receptor de la TSH y esta union
se inhibe por los autoanticuerpos del receptor de la TSH en diferentes sueros de pacientes.
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(f) Se encontré también que un anticuerpo monoclonal de ratén (9D33) que inhibe la unién de hMAb TSHR1 al
TSHR bloquea la actividad estimulante de hMAb TSHR1 y TSH.

(g) Se han producido anticuerpos policlonales y monoclonales de ratén para hMAb TSHR1 que se unen a hMAb
TSHR1 de tal manera que impiden su unién al receptor de la TSH. Estos anticuerpos antiidiotipicos compiten por lo
tanto con el TSHR por hMAb TSHR1 y como tales pueden ser alternativas utiles al TSHR en aplicaciones en las que
se requiere un compafero de unién para autoanticuerpos de TSHR.

(h) Estos resultados indican que se puede usar hMAb TSHR1 y/o sus derivados y/o sus competidores como sustituto
delaTSHen

(i) ensayos para autoanticuerpos del receptor de la TSH, TSH y ligandos relacionados

(i) diversas aplicaciones in vivo que implican la provisién de actividades antagonistas de la TSH o antagonistas de la
TSH.

(iii) identificacion y suministro de nuevos tipos de sitios de union al autoanticuerpos del receptor de la TSH.

Tabla 1. Efecto de sueros de pacientes en la unién de hMAb TSHR1 IgG marcada con 29 al receptor de la
TSH y comparacion con el efecto sobre la unién de la TSH marcada con 'l al receptor de la TSH

Material de Inhibicion de la Inhibicion de la Material de Inhibicion de la Inhibicién de la
ensavo unién de hMAb unién de la ensavo unién de hMAb union de la TSH
y TSHR1 marcado TSH y TSHR1 marcado

G1 62 80 N1 3,1 77

G2 91 93 N2 2,4 2,6

G3 91 76 N3 -1,0 4,5

G4 94 92 N4 -11 6,5

G5 93 94 N5 1,7 5,0

G6 76 85 N6 2,8 1,7

G7 87 90 N7 52 -0,8

G8 65 45 N8 3,5 0,2

G9 88 90 N9 2,8 -0,6
G10/10 83 59 N10 4,5 2,2
G10/20 69 43 D1 -4.,8 2,2
G10/40 56 29 A1 -3,1 1,3
G10/80 42 19 A2 -3,5 -3,0
G11/10 75 73

G11/20 59 54

G11/40 39 33

G11/80 22 18

G1-G11 son sueros de pacientes con una historia de enfermedad de Graves.

El suero G9 tiene niveles altos de bloqueo de TSH (es decir, actividad antagonista de TSH).

G10 y G11 tienen niveles altos de actividad estimuladora de la tiroides.

G10 es el suero del donante de linfocitos.

/10, /20 etc. indica factor de dilucién en una combinacion de sueros de donantes de sangre sanos.
N1-N10 son sueros de donantes de sangre sanos.

D1 es de un paciente con diabetes mellitus tipo 1 (positivo para autoanticuerpos para descarboxilasa de acido
glutamico).

A1 y A2 son de pacientes con enfermedad de Addison (positivo para autoanticuerpos esteroideos de 21-
hidroxilasa).
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En presencia de la combinacién de sueros de donantes sanos de sangre, aproximadamente el 25% de MAb IgG
marcado con '?%| se unio6 a los tubos recubiertos con TSHR.

Tabla 2. Efecto de sueros de pacientes en la union de hMAb TSHR1 marcado con '?%| al receptor de la TSH y
comparacion con el efecto sobre la unién de la TSH marcada con 29| al receptor de la TSH

. inhibicion de la union de Fab Inhibicion de la union de

Material de ensayo

marcado TSH
NIBSC 90/672 diluido en una
combinacién de suero de donante
sano de sangre
to 1 U/L 17 13
to 2 U/L 27 24
to 4 U/L 47 44
to 8 U/L 61 65
Suero A de donante sano de sangre -3 <10
Suero B de donante sano de sangre 3 <10
Suero C de donante sano de sangre 4 <10
Suero D de donante sano de sangre -4 <10
Suero E de donante sano de sangre 0 <10
Suero F de Graves 64 78
Suero G de Graves 42 54
Suero H de Graves 49 69
Suero | de Graves 24 36
Suero J de Graves 76 88

Tabla 3. Union del TSHR a tubos de plastico recubiertos con hMAb TSHR 1 Fab e inhibicion de la unién al
TSHR por sueros que contienen autoanticuerpos de TSHR

Material de ensayo cpm unido’
Suero A sano de donante de sangre 8406
Suero B de donante sano de sangre 8430
Suero 1 positivo para autoanticuerpo de TSHR 1527
Suero 2 positivo para autoanticuerpo de TSHR 1131
Suero 3 positivo para autoanticuerpo de TSHR 1199

1 TSHR unido fue detectado utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén marcado con '?°| para el terminal C de
TSHR; cpm total = 39.000 por tubo.

Tabla 4. Efecto de las muestras de suero de pacientes sobre la union de hMAb TSHR1 marcado con biotina y
TSH marcada con biotina a pozos de placas de ELISA recubiertos con TSHR

hMAb TSHR1 biotina TSH biotina
DOuaso % de Inhibicion DOuaso % Inhibicion

Combinacién de HBD 1,852 0 1,778 0
Combinacién de HBD mas 1U/mL 1,46 21 1,489 16
Combinacién de HBD mas 2U/mL 1,168 37 1,304 27
Combinacién de HBD mas 4U/mL 0,792 57 0,947 47
Combinacién de HBD mas 8U/mL 0,539 71 0,492 72
Combinacién de HBD mas 40U/mL 0,118 94 0,233 87
Suero P1 1,415 24 1,397 21
Suero P2 1,264 32 1,256 29
Suero P3 0,558 70 0,408 77
Suero P4 0,763 59 0,907 49
Suero P5 1,047 43 -

Suero P6 0,843 55 -

Suero P7 1,429 23 -

HBD 1 1,745 6 1,713 4
HBD 2 1,807 2 -

HBD 3 1,779 4 1,626 9
HBD 4 1,821 2 -

HBD 5 1,841 1 1,660 7
HBD 6 1,762 5 1,777 0
HBD 7 1,799 3 1,767 1
HBD 8 1,783 4 1,703 4
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HBD 9

[ 1,792 ]

1,669

HBD = Suero de donante sano de sangre

U/mL son unidades de NIBSC 90/672

P1-P7 son sueros de pacientes con enfermedad de Graves

Tabla 5. Inhibicion de la uniéon de TSH por una preparacion de referencia WHO, NIBSC 90/672 y por

preparaciones hMAb TSHR1 IgG y Fab

Muestras diluidas en suero’

Muestras diluidas en regulador de

ensayo
unida
% unidades % unidades | unidades | 9€S
Muestra . . prom
. ... .. unidades| unidade . T L Img .
inhibicién IL s/m promedio/mg|inhibicién edio/
9 mg
NIBSC
90/672
0,125
unidades/ 2
L
0,25
unidades/ 4
L
0,5
unidades/ 11
L
1,0
unidades/ 15 19
L
2,0
unidades/ 28 38
L
4,0
unidades/ 48 64
L
8,0
unidades/ 69 83
L
40,0
unidades/ 95 94
L
hMAb
TSHR1
IgG
0 ng/mL 1 0
0,3 ng/mL 1 2
1 ng/mL 3 3
3 ng/mL 7 10 0,46
10 ng/mL 21 1,48 148 33 1,73 173
30 ng/mL 46 3,9 130 138 70 4,8 160 163
100 81 13,5 135 92 15,6 156
ng/mL
300 92 95 >40
ng/mL
hMAb
TSHR1
Fab
0,3 ng/mL 5 -2
1 ng/mL 5 1
3 ng/mL 16 1,05 351 16 0,8 265
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10 ng/mL 36 2,77 277 52 2,9 291 309
30 ng/mL 69 8,0 267 288 86 9,6 372
100 89 23,7 237 92 16,9

ng/mL

300 93 94

ng/mL

2G4 IgG?

0,3 ng/mL 2 -3

3 ng/mL 1 -6

30 ng/mL 0 -5

300 3 -4

ng/mL

2G4 Fab2

0,3 ng/mL 4 -5

3 ng/mL 4 -6

30 ng/mL 1 -5

300 2 -6

ng/mL

'Combinacién de suero de donante sano de sangre, 14,9% de cpm total unido a la TSHR en presencia
de solamente esta combinaciéon de suero, 14,7% del cpm total unido a la TSHR en presencia de
regulador Unicamente,

2G4 es un anticuerpo monoclonal humano para peroxidasa de tiroides.
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Tabla 7. Actividades especificas de hMAb TSHR1 y suero de donante de linfocitos y preparaciones de IgG

Inhibicion de los ensayos de union Estimulacion del ensayo de AMP
de TSH ciclico

Preparacién Unidades/mg’? | Unidades/nmol’? | Unidades/mg’ Unidades/nmol’
hMAb TSHR1 IgG 150 22 180 26
hMAb TSHR1 Fab 300 15 700 35
Suero de donante IgG 0,059 0,009 0,33 0,048
Suero de donante 0 18
unidades/mL )

'Unidades mostradas son NIBSC 90/672.

2Los valores son un promedio de los resultados obtenidos en suero y en regulador de ensayo (véase
Tablas 5y 6)

Tabla 8. Sumario de actividades especificas de hMAb TSHR1 y suero de donante de linfocitos e IgG en suero
determinado en varios estimulos de ensayos de AMP ciclico

Preparacion Unidades promedio Numero de Desviacion
por mg determinaciones
estandar
hMAb TSHR1 IgG 318 16 189
hMAb TSHR1 Fab 492 10 184
Suero de donante IgG 0,10 10 0,08
Suero de donante unidades/mL 0,9 4 0,6

Tabla 9. Otros analisis de los efectos de hMAb TSHR1 IgG y Fab e IgG en suero de donante de linfocitos en
el ensayo de estimulacion de AMP ciclico

Muestra Promedio de AMP ciclico Numero de Desviacion

por pozo (pmoles) determinaciones

estandar

hMAb TSHR1 IgG
Ong/mL 0,96 6 0,048
0.3ng/mL 1,25 6 0,12
1ng/mL 1,84 6 0,16
3ng/mL 3,4 5 0,37
10ng/mL 6,6 5 0,62
hMAb TSHR1 Fab
Ong/mL 0,60 6 0,068
0.3ng/mL 1,11 6 0,11
1ng/mL 1,99 6 0,39
3ng/mL 4,9 6 0,44
10ng/mL 10,6 6 0,86
Control humano MAb
(2G4)"
IgG 0 ng/mL 0,72 11 0,19
IgG 10 ng/mL 0,61 11 0,16
Fab 10 ng/mL 0,61 4 0,044
IgG en suero de donante
de linfocitos
3mg/mL 1,67 6 0,38
10mg/mL 4,20 6 0,93
30mg/mL 6,22 6 0,73
IgG en suero combinado
de donante sano de
sangre
30mg/mL 0,38 6 0,10
2G4 es un autoanticuerpo humano monoclonal para peroxidasa de tiroides

Tabla 10. Efecto aditivo de TSH y hMAb TSHR1 IgG en la estimulacion de ensayos de AMP ciclico
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Experimento 1 Experimento 2
Muestra AMP' ciclico Muestra AMP' ciclico
(pmoles por (pmoles por
pozo) pozo)
A Regulador solamente 0,57 A Regulador solamente 0,42
B TSH porcino 1,07 B TSH porcino 1,07
0,1ng/mL 0,05ng/mL
C hMAb TSHR1 1,41 C hMAb TSHR1 0,92
1ng/mL 0,5 ng/mL
B mas C 2,08 B mas C 1,92

1 Los valores mostrados son promedios que concuerdan
estrechamente con la determinacion por duplicado.

Tabla 11. Efectos de NIBSC 90/672 en el ensayo de estimulacion de AMP ciclico

Muestra Promedio de AMP ciclico Nlmero de Desviacion
por pozo (pmoles) determinaciones
estandar

Regulador solamente 0,60 6 0,068
0,1 unidades/L 1,09 6 0,085
0,3 unidades/L 1,49 5 0,11

1,0 unidades/L 3,52 5 0,46
3,0 unidades/L 8,16 6 1,39

Tabla 12. Inhibicién de la unién de '25-TSH a tubos recubiertos con TSHR mediante hMAb TSHR1 Fab
recombinante expresado en 2 diferentes cepas de E. coli (células XL1-Blue MRF’ y HB2151)

Muestra Dilucién de % de union % de inhibicién®
sobrenadante del
cultivo?
Ensayo con regulador 121 0
solamente’
Sobrenadante de cultivo 4x 3,9
celular XL1-Blue MRF’ no 8x 11,5 4.5
transformado 16x 11,9 1,5
32x 11,9 1,5
64x 11,9 1,0
128x 12,1 -0,5
Sobrenadante de cultivo 4x 11,5 5,0
celular XL1-Blue MRF’ 8x 11,6 4,2
transformado pero no 16X 11,8 2,2
inducido 32x 11,1 8,4
64x 11,7 3,4
128x 11,1 8,0
Sobrenadante de cultivo 4x 1,5 87,4
celular XL1-Blue MRF’ 8x 2,3 81,3
transformado e inducido 16x 4,7 60,9
32x 7.2 40,2
64x 8,9 26,4
128x 10,3 14,8
Sobrenadante de cultivo x4 11,2 7,3
celular HB2151 no x8 11,1 8,1
transformado x16 10,9 9,7
x32 10,8 10,2
x64 10,8 10,2
x128 10,6 12,3
Sobrenadante de cultivo 4x 10,7 11,6
celular HB2151 8x 10,5 13,3
transformado 16X 10,6 11,8
32x 10,7 11,4
64x 10,9 9,6
128x 10,6 11,8
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Sobrenadante de cultivo 4x 1,0 92,0
celular HB2151 8x 1,0 91,4
transformado e inducido 16X 1,3 89,0
32x 2,2 82,0
64x 4,3 64,1
128x 6,7 44.8

'Regulador de ensayo = 50mmol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-HCI pH 7,8
2 Todas las diluciones se hicieron en el regulador del ensayo
3 |a inhibicion de union se calculd utilizando la férmula:

% de inhibicién = 100 — [A/B x 100]

en donde A = unién en presencia de la muestra de ensayo

B = union en presencia del regulador de ensayo

Tabla 13. Estimulacion de la produccion de cAMP en células CHO transfectadas con el TSHR por hMAb
TSHR1 Fab expresado en 2 diferentes cepas de E. coli (células XL1-Blue MRF’ y HB2151)

Muestra Dilucion del pmol/pozo Promedio x basal®
sobrenadante de de células
cultivo?
Regulador de ensayo solamente’ 0,54 0,49 1
0,44
Sobrenadante de cultivo celular 10x 0,32 0,33 0,68
XL1-Blue MRF’ no transformado 0,35
Sobrenadante de cultivo celular 10x 0,52 0,62 1,3
XL1-Blue MRF’ transformado pero 0,73
no inducido 50x 0,50 0,49 0,99
0,48
Sobrenadante de cultivo celular 10x >6,4 >6,4 >13,1
XL1-Blue MRF’ transformado e >6,4
inducido 50x 35 3,6 73
3,6
Sobrenadante de cultivo celular 10x 0,39 0,37 0,76
HB2151 no transformado 0,35
Sobrenadante de cultivo celular 10x 0,29 0,37 0,76
HB2151 transformado pero no 0,45
inducido 50x 0,37 0,37 0,76
0,37
10x >6,4 >6,4 >13,1
>6,4
50x >6,4 >6,4 >13,1
>6,4
" Regulador de ensayo = Solucién salina regulada de Hanks (Libre de NaCl) que contiene 1 g/L de
glucosa, 20 mmol/L HEPES, 222 mmol/L sacarosa, 15 g/L albumina de suero bovino (BSA) y 0,5
mmol/L 2 isobutil-1-metil xantina pH 7,4
2 Diluciones en el regulador de ensayo
3 Basal = cAMP producido en presencia de regulador de ensayo Unicamente

Tabla 14. Inhibicion de la unién de 125I-TSH a tubos recubiertos con TSHR por hMAb TSHR1 Fab
recombinante, Fab 4B4 recombinante (un MAb humano para GAD) y Fab hibridos recombinantes (HC y LC
mezclados de los dos Fab). Expresion en células HB2151 de E. coli
ENSAYOS DE LAS FRACCIONES PERIPLASMATICAS
Muestra de ensayo Fraccién Periplasmatica (PF) % de unién 9% de inhibicion’
dilucién y (concentracion total de "°I-TSH
de Fab en PF no diluido)
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Regulador de ensayo 11,5 0
Unicamente
Células no transformadas | 4x 11,8 2,7
8x (nd) 11,8 2,7
16X 12,2 -5,9
Células transformadas 4x 1,6 86a
pero no inducidas con
8x (177 ng/mL) 3,6 68
hMAb TSHR1 HC/LC
16x 6,4 45
Células transformadas e 4x 0,95 92
inducidas con hMAb
TSHR1 HC/LC 8x (364 ng/mL) 1,4 88
16x 2,7 77
Células transformadas 4x 12,0 -3,9
pero no inducidas con
hMAb TSHR1 HC/4B4 8x (nd) 12,1 -4,8
LC
16x 12,4 -7,8
Células transformadas e 4x 11,4 0,9
inducidas con hMAb
TSHR1 HC/4B4 LC 8x (83 ng/mL) 11,8 -2,1
16x , -1,8
Células transformadas 4x , -3,5
pero no inducidas con
4B4 HC/hMAb TSHR1 8x (nd) 12,2 -6,1
LC
16X 12,4 -7,8
Células transformadas e 4x 11,8 -2,8
inducidas con 4B4
HC/hMAb TSHR1 LC 8x (850 ng/mL) 11,2 3,1
16x , -3,2
Células transformadas 4x , -5,4
pero no inducidas con
4B4 HC/LC 8x (nd) 12,0 -4,0
16X , -4,8
Células transformadas e 4x , -1,2
inducidas de 4B4 HC/LC
8x (265 ng/mL) 11,7 -1,4
16x 12,0 -4,2

"La inhibicién de unién se calculd utilizando la formula:

en donde A = % de union de "*°’I-TSH en presencia de la muestra de ensayo.

% de inhibicién = 100 — [A/B x 100]

B = % de unién de '>’I-TSH en presencia del regulador de ensayo

2 La deteccion de la actividad de TSHR Ab en las células no inducidas se debié a la actividad
constitutiva del promotor produciendo niveles bajos de expresion de Fab en ausencia de IPTG.

nd = no detectable
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Tabla 15. Inhibicién de la unién de 125I-TSH a tubos recubiertos con TSHR por hMAb TSHR1 Fab
recombinante, Fab 4B4 recombinante (un MAb humano para GAD) y Fab hibridos recombinantes (HC y LC
mezclados de los dos Fab). Expresion en células HB2151 de E. coli

ENSAYOS DE SOBRENADANTES DE CULTIVO

Muestra de ensayo Dilucién del sobrenadante % de union de % de inhibicion’
de cultivo y (concentracion 25 _T35H
total de Fab en el
sobrenadante diluido)
Regulador de ensayo 11,1 0
Unicamente
Células no 4x 11,8 -6,5
transformadas
8x (nd) 13,1 -18
16x 11,1 -0,3
Células transformadas 4x 10,8 2,1
pero no inducidas con
hMAb TSHR1 HC/LC 8x (nd) 121 -9,8
16x 11,9 -8,1
Células transformadas 4x (421 ng/mL) 1,1 91
e inducidas con hMAb
TSHR1 HC/LC 8x 1,2 90
16x 1,1 90
Células transformadas 4x 11,8 -7,0
pero no inducidas con
hMAb TSHR1 HC/4B4 8x (nd) 12,5 -13,0
LC
16x 12,0 -1,3
Células transformadas 4x 10,8 2,7
e inducidas con hMAb
TSHR1 HC/4B4 LC 8x (262 ng/mL) 11,1 -0,4
16x , -2,6
Células transformadas 4x , -7.4
pero no inducidas con
4B4 HC/hMAb TSHR1 8x (nd) 12,7 -15
LC
16x 11,8 -7,0
Células transformadas 4x 10,5 4.8
e inducidas con 4B4
HC/hMAb TSHR1 LC 8x (84 ng/mL) 10,8 2.4
16x 11,2 -0,9
Células transformadas 4x 11,9 -7,5
pero no inducidas con
4B4 HC/LC 8x (nd) 12,6 -14
16X 12,0 -9,0
Células transformadas 4x 10,5 -4.,7
e inducidas con 4B4
HC/LC 8x (522 ng/mL) 11,0 0,7
16x 11,0 0,5

"Véase pie de pagina de la Tabla 14

nd = no detectable

Tabla 16. Estimulacion de la produccion de AMP ciclico en células CHO transfectadas con el TSHR por hMAb
TSHR1 Fab recombinante, Fab 4B4 recombinante (un MAb humano para GAD) y Fab hibridos recombinantes
(HC y LC mezclados de los dos Fab). Expresién en células HB2151 de E. coli

ENSAYOS DE SOBRENADANTES DE CULTIVO
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Promedio

Dilucion? de sobrenadantes de cultivoy | pmol de AMP Estimulac
Muestra de ensayo' (concentracion total de Fab en ciclico/pozo de pmpl .AMP iond x
sobrenadantes no diluidos) células ciclico basal
0,35
Rggulador de ensayo' 0.25 0.31 1
unicamente
0,33
10x 0,51
tce'“'as no (nd) 0,67 0,55 1,8
ransformadas
0,48
10x 0,84
Células transformadas
pero no inducidas con (nd) 1,80 1,59 5,1a
hMAb TSHR1 HC/LC
2,13
10x >6,4
Células transformadas e
inducidas con hMAb (421 ng/mL) >6,4 >6,4 >20
TSHR1 HC/LC
>6,4
Células transformadas 10x 055
pero no inducidas con
hMAb TSHR1 HC/4B4 (nd) 0.63 0.59 1.9
LC 0,58
10x 0,47
Células transformadas e
inducidas con hMAb 0,47 0,48 1,6
TSHR1 HC/4B4 LC (262 ng/mL)
0,52
Células transformadas 10x 065
pero no inducidas con
4B4 HC/hMADb TSHR1 (nd) 0.59 0.61 2.0
LC 0,60
10x 0,51
Células transformadas e
inducidas con 4B4 (84 ng/mL) 0,37 0,42 1,4
HC/hnMAb TSHR1 LC
0,38
10x 0,65
Células transformadas
pero no inducidas con (nd) 0,73 0,67 2,2
4B4 HC/LC
0,64
10x 0,55
Células transformadas e
inducidas con 4B4 (522 ng/mL) 0,41 0,44 1,4
HC/LC
0,35
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'Regulador de ensayo: solucion salina regulada de Hanks’ (Libre de NaCl) que contiene 1 g/L glucosa, 20 mmol/L
HEPES, 222 mmol/L de sacarosa, 15 g/L de albumina de suero bovino (BSA) y 0,5 mmol/L de 2 isobutil-1-metil
xantina pH 7,4

“Diluciones del regulador de ensayo
3Basal = produccion de AMP ciclico en presencia de regulador de ensayo Unicamente

aLa deteccion de la actividad de estimulacion de AMP ciclico en las células no inducidas se debi6 a la actividad
constitutiva del promotor que produce niveles bajos de expresion de Fab en ausencia de IPTG. No se detectaron
niveles de Fab recombinante total (limite de deteccion = 5-10 ng/mL) en donde el ensayo de estimulacion de AMP
ciclico puede detectar una cantidad tan pequefia como 0,3 ng/mL de hMAb TSHR1 Fab.

nd = no detectable

Tabla 17. Estimulacion de la produccion de AMP ciclico en células CHO transfectadas con el TSHR por hMAb
TSHR1 Fab recombinante, Fab 4B4 recombinante (un MAb humano para GAD) y Fab hibridos recombinantes
(HC y LC mezclados de los dos Fab). Expresion en células HB2151 de E. coli

Ensayo de fracciones periplasmaticas

Ry y Promedio
Dilucién? de la fraccién pmol AMP de AMP Estimulacion3
periplasmatica (PF) y ciclico/boz e' )
Muestra de ensayo (concentracion total de P ciclico de
o de
Fab en la PF no )
diluido) células pmol/pozo x basal
de células
0,35
1
Rggulador de ensayo 0.25 0.31 y
unicamente
0,33
10x 0,31
Células no transformadas (nd) 0,22 0,29 0,9
0,35
Células transformadas 10x >6.,4
pero no inducidas con (177
hMAb TSHR1 HC/LC ng/mL) >6,4 >6,4 >20,62
>6,4
Células transformadas e 10x >6.,4
inducidas con hMAb (364
TSHR1 HC/LC >6,4 >6,4 >20,6
ng/mL)
Células transformadas 10x 0,40
pero no inducidas con
hMAb TSHR1 HC/4B4 LC (nd) 0,33 0,35 1,1
0,33
Células transformadas e 10x 0,31
inducidas con hMAb
TSHR1 HC/4B4 LC (83 ng/mL) 0,31 0,34 1,1
0,41
Células transformadas 10x 0,29
pero no inducidas con 4B4
HC/hMAb TSHR1 LC (nd) 0,31 0,30 1,0
0,29
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Células transformadas e 10x 0,23
inducidas con 4B4
HC/hMAb TSHR1 LC (850 ng/mL) 0,25 0,24 0,8
0,24
10x 0,33
Células transformadas
pero no inducidas con 4B4 (nd) 0,35 0,32 1,0
HC/LC
0,29
10x 0,40
Células transformadas e
inducidas con 4B4 HC/LC (265 ng/mL) 038 0.37 1.2
0,32
2,0
hMAb TSHR1 I1gG 1 ng/ml
2,0 2,0 6,4
(hibridoma producido)
2,0

nd = no detectable; 23 gase pie de pagina de la Tabla 16

AL a deteccion de la actividad de TSHR Ab en las células no inducidas se debié a la actividad constitutiva del
promotor que producia bajos niveles de expresion en ausencia de IPTG.

Tabla 18. Inhibicién de la unién de IgG 4B4 (un hibridoma de MAb humano producido para GAD) a '2°|-GAD
por hMAb TSHR1 Fab recombinante, Fab 4B4 recombinante y Fab hibridos recombinantes (HC y LC
mezclados de los dos Fab). Expresion en células HB2151 de E. coli

Ensayo de las fracciones periplasmaticas

Muestra de ensayo con adicién Dilucion de la fraccion % de % de
de IgG 4B4 y 'I-GAD periplasmatica (PF) y (concentracion unién de inhibicion
total de Fab en la PF no diluida) 125 _.GAD 1
Regulador de ensayo GAD Ab 28 0
4B4F(ab’), 1 pg/ml 55 80
(hibridoma 0,1 pg/ml 12 57
producido) 0,01 pg/ml 24 14
0,001 pg/ml 29 -3,9
Células no transformadas 4x 27 0,9
8x (nd) 28 -1,7
16x 29 -6,3
Células no transformadas pero no | 4x 28 -2,6
inducidas con hMAb TSHR1
HC/LC 8x (177 ng/mL) 28 -0,5
16x 28 -0,8
Células no transformadas e 4x 27 0,7
inducidas con hMAb TSHR1 HC/
8x (364 ng/mL) 27 1,4
16x 29 -4,2
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Células no transformadas e 4x 28 -1,1
inducidas con hMAb TSHR1
HC/4B4 LC 8x (nd) 28 -0,2
16x 27 1,1
Células transformadas e 4x 28 -1,4
inducidas con hMAb TSHR1
HC/4B4 LC 8x (83 ng/mL) 28 -0,7
16x 28 -2,4
Células transformadas pero no 4x 28 -2,9
inducidas con 4B4 HC/hMAb
TSHR1 LC 8x (nd) 28 -3,2
16x 28 -3,1
Células transformadas e 4x 27 1,7
inducidas con 4B4 HC/hMAb
TSHR1 LC 8x (850 ng/mL) 28 -0,2
16x 28 -1,0
Células transformadas pero no 4x 29 -4.4
inducidas con 4B4 HC/LC
8x (nd) 28 -1,5
16x 27 1,7
Células transformadas e 4x 21 23,2
inducidas con 4B4 HC/LC
8x (265 ng/mL) 24 12,5
16x 26 5,6

'La inhibicién of unién se calculé utilizando la formula:
% de inhibicion = 100 — [A/B x 100]

.z 125 .
en donde A = unién de “I-GAD en presencia de la muestra de
ensayo

B = union de '~’I-GAD en presencia del regulador de ensayo. nd = no detectable

Tabla 19. Inhibicién de la unién de IgG 4B4 (un hibridoma de MAb humano producido para GAD) a '2°I-GAD
por hMAb TSHR1 Fab recombinante, Fab 4B4 recombinante y Fab hibridos recombinantes (HC y LC
mezclados de los dos Fab). Expresion en células HB2151 de E. coli

Ensayos de sobrenadantes de cultivo

Muestra de ensayo con adicién de Dllumontdel's’obtretnlaganFtebdel cultivoy % de union | %
4B4 1gG and "251-GAD (concentracion total de Fab en de 125I-GAD inhibici6n1
sobrenadante diluido)
Regulador de ensayo 26 0
4B4F(ab’)2 1 pg/ml 5,2 80
(hibridoma 0,1 pg/ml 11 58
producido) 0,01 ug/ml 22 15
0,001 pg/ml 28 -5,2
4x 28 '5,5
Células no transformadas HB2151 8x (nd) 29 -9,1
16x 28 -6,3
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4x[] 28 -7,0

Células transformadas pero no

inducidas con hMAb TSHR1 8x (nd) 29 -9,5
16x 28 -5,2
4x[] 28 -7,0

Células transformadas e inducidas

con hMAb TSHR1 HC/LC &x (421 ng/mL) 28 6.4
16x 28 -5,6
4x[] 29 -9,0

Células transformadas pero no

inducidas con hMAb TSHR1 HC/4B4 | 8x (nd) 29 -7,9

LC
16x 28 -7,6
4x[] 27 -2,2

Células transformadas e inducidas

con hMAb TSHR1 HC/4B4 LC 8x (262 ng/mL) 28 -55
16x 28 -5,1
4x 28 -4.,4

Células transformadas pero no

inducidas con 4B4 HC/hMAb TSHR1 | 8x (nd) 28 -7,0

LC
16x 28 -5,5
4x[] 27 -2,0

Células transformadas e inducidas

con 4B4 HC/hMAb TSHR1 LC 8x (84 ng/mL) 28 57
16x 27 -2,5
4x[] 28 -4.,8

Células transformadas pero no

inducidas con 4B4 HC/LC 8x (nd) 28 48
16x 27 -1,7
4x[] 11 59

Células transformadas e inducidas

con 4B4 HC/LC 8x (522 ng/mL) 14 46
16x 17 34

1véase pie de pagina de la Tabla 18

nd = no detectable

Tabla 20. Efectos de anticuerpos monoclonales de ratén para el TSHR en la estimulacion inducida por hMAb

TSHR1 de la producciéon de AMP ciclico en células CHO que expresan al TSHR

pmol de AMP Promedio de pmol Estimulacion?
Muestra de ensayo' ciclico/pozo de AMP ciclico/pozo de DE
células células x basal
hMAb TSHR1 Fab 5 ng/mL
mas: -
3,252
(a) Regulador
(b) 2,418 2,835 - 3,9
de ensayo’
4,278
(b) 2G23 3,595 0,496 4,9
3,392
3,116
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3,320
(c) 2B44 2,632 2,939 0,286 4,0

2,864

0,506
(d) 9D33* 0,394 0,443 0,047 0,61

0,428

0,696
Regulador de ensayo solo’ 0,742 0,727 0,02 1

0,742

0,252
2G2 solo® 0,306 0,311 0,051 0,43

0,376

0,298
2B4 solo* 0,318 0,331 0,033 0,46

0,376

0,280

9D33 solo* 0,318 0,313 0,025 0,43

0,340

1Todas las diluciones se hicieron con el regulador de ensayo (solucion salina regulada de Hanks (libre de NaCl) que
contiene 1 g/L glucosa, 20 mmol/L de HEPES, 222 mmol/L de sacarosa, 15 g/L de albumina de suero bovino (BSA)
y 0,5 mmol/L de 2-isobutil-1-metil xantina pH 7,4)

2
Basal = produccion de AMP ciclico en presencia del regulador de ensayo Unicamente.
*2G2 es un anticuerpo monoclonal de ratén para tiroglobulina (100 ug/mL de preparacién de 1gG)

*2B4 y 9D33 son anticuerpos monoclonales de ratén para el TSHR (100 yg/mL de preparaciones de IgG)

Tabla 21. Efectos de anticuerpos monoclonales de ratén para el TSHR en la estimulacién inducida por pTSH
de la producciéon de AMP ciclico en células CHO que expresan al TSHR

. . Estimulacion?
1 pmol AMP ciclico/pozo promedio pmol de AMP
Muestra de ensayo de células ciclico/pozo de células SD
x basal
pTSH 0,5 ng/mL mas: -
4,016
g)s';{;g“'ad” de 2,746 3,91 0,91 15
4,960
0,878
(b) 2B4* 0,710 0,78 0,07 2,3
0,742
0,436
(c) 9D33* 0,436 0,43 0,01 1,3
0,410
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0,384
Regulador de ensayo 0,318 0,34 0,03 1
unicamente

0,318
2B4 solo* 0,446

0,486

0,49 0,04 1,4

0,552

0,332
9D33 solo* 0,362 0,33 0,02 0,97

0,304
1'2'4Véase pie de pagina de la Tabla 20. En un experimento separado se mostré6 que un MAb de raton de
control para tiroglobulina (2G2 IgG 100 mg/mL) no tiene efecto sobre la estimulacion de pTSH (0,5 ng/mL) de
la produccién de AMP ciclico (pTSH mas regulador de ensayo = 12,7 x basal; pTSH mas 2G2 = 11,7 x basal)

Tabla 22. Inhibicién de diversos MAb de unién de '25|-TSH, '25l-hMAb TSHR1 o '25]-9D33 a tubos recubiertos

con TSHR
Inhibiciéon de unién?
IgG ensayo y concentracion Inhibicién de unién? de Inhibicién de unién? de
(ng/mL)1 de '»I-TSH s '%1.9D33
I-hMAb TSHR1

0,001 0 0 4

0,01 17 3 9
9D33 IgG 0,1 34 21 35

1 58 44 64

10 68 56 71

0,001 15 0 4

0,01 36 0 5
2B4 IgG 0,10 62 0 15

1 83 11 22

10 85 18 22

0,001 13 41 1,1

0,01 60 70 18
hMAb TSHR1 0.1 89 88 72
IgG

1 94 93 90

10 95 94 93

1 . . .. . .z .
Todas las diluciones se hicieron en una combinacion de sueros de donantes sanos de sangre (HBD combinado)
2 . . Ry .z ra e ’a
La inhibicion de unién se calculd utilizando la formula:

% de inhibicién = 100 — [A/B x 100]

en donde A = % de union en presencia de la muestra de ensayo.

B = % de unién en presencia de combinacion de HBD

El MAb de ratén de control para tiroglobulina (2G2 0,001-100 pg/mL) no tuvo efecto sobre la unién de TSH marcada,
hMAb TSHR1 o 9D33.
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Tabla 23. Efecto de sueros de pacientes sobre la unién de '2°1-9D33 y la unién de '?’I-TSH a tubos recubiertos

con TSHR
R >
Ensayo de '2%1.9D33 unido (% total de Inhibicion de union de InhiPZLcién de ur;ién
suero’ recuentos adicionados) 125 9D33 (%) de “I-TSH (%)
Combinacién
de HBD " 0 0
G1 2,2 79 90
G2 4,3 74 59
G3 3,2 69 78
G4 5,8 45 50
G5 4,0 62 78
G6 5,1 67 51
G7 5,9 44 74
G8 2,6 75 82
G9 2,0 81 90
G10 55 48 62
G11 3,1 62 59
G12 4,0 43 51
G13 6,0 50 59
G14 53 71 80
G15 3,1 77 98
G16 24 80 93
G17 2,1 84 94
G18 1,7 73 83
G19 2,9 80 94
G20 2,1 71 80
A1 10 1,9 0
A2 10 23 0
D1 11 0 0
D2 10 4,5 0
N1 12 -15 6,7
N2 7,9 25 4,1
N3 11 0 6,3
N4 11 -5,0 6,5
N5 9,1 14 6,3
N6 11 -2,1 7,2
N7 14 -37 -1,4
N8 11 -2,1 59
N9 12 -9,8 6,7
'"Combinacién de HBD = combinacién de sueros de donantes sanos de sangre
G1-G20 son sueros de pacientes con la enfermedad de Graves [
D1 y D2 son pacientes con diabetes mellitus tipo 1(positiva for autoanticuerpos para acido glutamico
descarboxilasa)
A1y A2 son pacientes con enfermedad de Addison (positiva para esteroide 21-hidroxilasa
autoanticuerpos)(
N1-N9 son donantes sanos de sangre individuales [
2La inhibicion de union se calculd utilizando la formula:
% de inhibicion = 100 — [A/B x 100]
en donde A = % de unidn en presencia de la muestra de ensayo.
B = % de unién en presencia de una combinacion de sueros de donantes sanos de sangre
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Tabla 24. Efecto de sueros de pacientes con actividades de agonista de TSH y antagonista de TSH sobre la union
de '251-9D33 a tubos recubiertos con TSHR

Muestra de ensayo y dilucién’ 1251-9D33 unido (% total de Inhibicion de union de
recuentos adicionados)
1251-9D33 (%)?

Combinacién de HBD 11 0
Suero A 1:320 6,4 39

1:160 4,7 55

1:80 3,3 69

1:40 2,8 73

1:20 24 77

1:10 2,0 82
Suero B 1:320 9.1 13

1:160 8,3 21

1:80 6,4 39

1:40 4,9 53

1:24 3,8 64

1:10 2,5 76
Suero C 1:320 9,7 7,6

1:160 8,9 15

1:80 8,0 24

1:40 6,3 40

1:20 5,1 51

1:10 3,7 65
Suero D 1:320 9.4 11

1:160 8,2 22

1:80 7,2 32

1:40 52 51

1:20 4,3 59

1:10 3,3 69
'"Combinacion de HBD = combinacion de sueros de donantes sanos de sangre, Los sueros del ensayo se
diluyeron en esta combinacion, los sueros A y B tienen actividad antagonista de TSH, los sueros C D tienen
actividad agonista de TSH
2 La inhibicion de unién se calculd con la formula utilizada en la Tabla 23

Tabla 25. Efecto de NIBSC 90/672 sobre la union de '251-9D33 y la unién de '?5I-TSH a tubos recubiertos con

TSHR
Concentracion 1251.9D33 unido (% total de Inhibicién de unién? Inhibicion de
de 90/6721 recuentos adicionados) unién? de ?%I-TSH
de '251-9D33 (%) (%)
40 U/L 4,1 72 92
8 U/L 7,1 52 68
2 U/L 11 28 23
1 UL 13 10 12
0 U/L 15 0 0
190/672 diluido en una combinacién de sueros de donantes sanos de sangre
2La inhibicion de union se calculd con la férmula usada en la Tabla 23

Tabla 26. Inhibicién de la unién de '2I-hMAb TSHR1 Fab a tubos recubiertos con TSHR por anticuerpos
antiidiotipicos hMAb TSHR1 policlonales en sueros de ratones inmunizados con hMAb TSHR1 Fab

Muestra de ensayo

Dilucion’ de la muestra de ensayo

% de inhibicién? de unién de 129]-
hMAb TSHR1 Fab a el TSHR

Regulador de ensayo

0
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Sueros de un ratén inmunizado con 1:100.000 1,3
hMAb TSHR1 Fab 1:50.000 7,9
1:10.000 49,8
1:5.000 73,0
1:1.000 94,8
Suero de ratén no inmunizado 1:500 -0,8

"Muestras de ensayo diluidas en el regulador de ensayo. La unidn en presencia de regulador de ensayo fue de 43%

2| a inhibicién of union se calculd utilizando la férmula:

% de inhibicién = 100 — [A/B x 100]

en donde A = % de union de '?5I-hMAb TSHR1 Fab en presencia de muestra de ensayo.

B = % de union de '?5I-hMAb TSHR1 Fab en presencia de regulador de ensayo

Tabla 27. Inhibicién de la unién de '2I-hMAb TSHR1 Fab a tubos recubiertos con TSHR por un anticuerpo

antiidiotipico monoclonal de ratén IgG 7E51

Muestra de ensayo % de unién de 125I- % de inhibicion1 de
hMAb TSHR1 Fab a el unién de 1251-hMADb
TSHR TSHR1 Fab
Regulador de ensayo solo 16,3 0
7E51 1gG diluido en 1 pg/mL 14,5 11,0
regulador de ensayo
10 yg/mL 6,4 60,7
100 pg/mL 1,7 89,4

Véase pie de pagina de la Tabla 26

Listado de secuencias

<110> RSR Limitada

<120> Compafieros de unién para el receptor de tirotropina y sus usos

<130> P452347WO

<150> GB 0227964 .4

<151>2002-11-29

<150> GB 0302140.9

<151>2003-01-29

<150> GB 0315147.9

<151> 2003-06-27

<160> 38

<170> PatentIn versioén 3.1

<210>1

<211> 121

<212> PRT
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30

<213> humano
<400> 1

GIn

Ser

Trp

Gly

Ala

GlIn

<210> 2
<211>5
<212> PRT
<213> humano

<400> 2

<210> 3
<211> 17
<212> PRT
<213> humano

<400> 3

val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Gly

GIn

Lys

Asn

35

Ile

His

Trp

Leu

Thr
115

Leu

Ile

20

Trp

Asp

val

ser

Glu

100

Leu

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

val
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Gln

Cys

Arg

Thr

val

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Arg

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Tyr

val

Gly

Gly

Leu

40

Ser

Ala

Ala

Ser

ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

ser

Ser

105

Ser

Glu val
10

Gly Tyr

Gly Lys

Thr Asn

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Thr Trp

Sser Tyr Trp Ile Asn

1

5

Lys Lys

Arg Phe

Gly Leu
45

Tyr Ser

60

Ile Asn

Gly Met

ser val

Pro Gly
15

Thr Ser
30

Glu Trp
Pro Ser
Thr Ala
Tyr Tyr
95

Asn Trp
110

Glu

Tyr

Met

Phe

TYyr

80

Cys

Gly

Arg Ile Asp Pro Thr Asp Ser Tyr Thr an Tyr Ser Pro Ser i?e Lys
5

Gly

<210> 4
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<211>12
<212> PRT
<213> humano

<400> 4

<210>5
<211> 131
<212> PRT
<213> humano
<400> 5

GlIn

Ser

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

GlIn

<210> 6
<211> 111
<212> PRT
<213> humano

<400> 6

val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

GIn

Arg

Gly

1

Glin

Lys

Asn

35

Ile

His

Trp

Leu

Thr
115

val

Leu

Ile
20

Trp

Asp

val

Ser

Glu

100

Leu

Phe
130

val

ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

val

Pro
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GIn

Cys

Arg

Thr

val

70

Leu

Gly

Thr

Ser Gly

Arg Gly

GIn Leu
40

Asp Ser
55

Ser Ala

Lys Ala

Tyr Ser

val Sser
120

Ala
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
ser
Ser

105

Ser

57

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Thr

Ala

val

Tyr

Lys

Asn

ser

75

Thr

Trp

Ser

Lys Lys
Arg Phe
Gly Leu
45

Tyr Ser
60

Ile Asn
Gly Met

ser val

Thr Lys
125

Leu Glu Pro Gly gyr Ser Ser Thr Trp igr val Asn

Pro Gly Glu

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asn

110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Ala

TYyr

95

Trp

Pro

Tyr

Met

Phe

TYr

80

Cys

Gly

ser
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Leu

Arg

Ala

Ile

Gly
65

ser

Asp

<210>7
<211> 13
<212> PRT
<213> humano

<400> 7

<210> 8
<211>7
<212> PRT
<213> humano

<400> 8

<210>9
<211> 11
<212> PRT
<213> humano

<400> 9

Thr

val

val

Glu

ser
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val Leu Thr GIn Pro Pro Ser val Ser Gly Ala

Thr %Ae Ser Cys Ser Gly égn Ser Ser Asn Ile

Asn Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Lys Ala Pro
35 40 45

Tyr Asp ASp GIn ;gu Pro Ser Gly val ggr Asp

Arg Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Arg
70 75

Asp Glu an Asp Tyr Tyr Cys ggr Ser Trp Asp

GIn Leu Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Thr val
100 105

Pro Arg Gln

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Ser Gly Asn Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Ala val Asn

1

5 10

Tyr Asp Asp GIn ;eu Pro Ser
1

Thr Ser Trp Asp Asp Ser Leu Asp Ser gAn Leu
1 5

58

Asn

Leu

ser

Gln

80

Leu
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<210> 10
<211> 363
<212> ADN
<213> humano

<400> 10

~ Tw v -

caaatgcagc
tcctgtaggg
cccgggaaag
agtccatcct
ctgcagtgga
ccgggctata
tca

<210> 11

<211> 15
<212> ADN
<213> humano
<400> 11
agctactgga tcaac
<210> 12
<211> 51
<212> ADN
<213> human

<400> 12
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tggtgcagtc tggagcagag
gttctggata caggtttacc
gcctagagtg gatgggcagg
tcaaaggcca cgtcaccgtc
gcagcctgaa ggcctcggac

gcagcacctg gtccgtaaat

B}

15

gtgaaaaag C
agctactgga
attgatccta
tcagctgaca
accggcatgt
tggggccagg

aggattgatc ctactgactc ttataccaac tacagtccat ccttcaaagg ¢ 51

<210> 13
<211> 36
<212> ADN
<213> human

<400> 13

ctcgaaccgg gctatagcag cacctggtcc gtaaat 36

<210> 14
<211> 394

<212> ADN

59

ccggggagtc
tcaactgggt

ctgactctta
agtccatcaa
attactgtgc

gaaccctggt

tctgaagatc
gcgccagcetg
taccaactac
cactgcctac
gaggctcgaa

caccgtctcc

60
120
180
240
300
360
363
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45

<213> human
<400> 14
caaatgcagc
tcctgtaggg
cccgggaaag
agtccatcct

ctgcagtgga

ccgggctata
tcagcctcca
<210> 15

<211> 333
<212> ADN
<213> humano
<400> 15
ctgcctgtgc
tcctgttctg
ccaggaaagg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
<210> 16
<211> 39
<212> ADN
<213> humano

<400> 16

tggtgcagtc
gttctggata
gcctagagtg
tcaaaggcca

gcagcctgaa

gcagcacctg

ccaagggccc

tgactcagcc
gaaacagctc
ctcccaaact
ctggctccag
aggctgatta
ggaccaggct
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tggagcagag
caggtttacc
gatgggcagg
cgtcaccgtc

ggcctcggac

gtccgtaaat

atcggtcttc

accctcggtg
caacatcgga
cctcatttat
gtctggcacc
ttactgtaca

gaccgtccta

tctggaaaca gctccaacat cggaaataat gctgtaaac

<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> humano

<400> 17

tatgatgatc aactgccctc a 21

gtgaaaaagc ccggggagtc
agctactgga tcaactgggt
attgatccta ctgactctta
tcagctgaca agtccatcaa

accggcatgt attactgtgc

s

tggggccagg gaaccctggt

CcCcCcC

tctggagccc ccaggcagag
aataatgctg taaactggta
tatgatgatc aactgccctc
tccgectcece tggccatccg

tcatgggatg acagcctgga
ggt

39

60

tctgaagatc
gcgccagetg
taccaactac
cactgcctac

gaggctcgaa

caccgtctcc

ggtcaccatc
ccagcagctc
aggggtctct
tgggctccag
tagtcaactg

60
120
180
240
300

360
394

60
120
180
240
300
333
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<210> 18
<211> 33
<212> ADN
<213> humano
<400> 18
acatcatggg atgacagcct ggatagtcaa ctg
<210> 19
<211> 119
<212> PRT
<213> raton
<400> 19

?sp val Gln Ile Gln

Ser val Arg Leu Ser
20

Trp Met g;s Trp val

Gly Glu Ile Asp Pro
50

Lys Gly Lys Ala Thr

Met His Leu Ser Ser
85

Ser Arg Asn Tyr Gly
100

Thr Thr Leu Thr val
115
<210> 20
<211>5
<212> PRT

<213> ratén

<400> 20

<210> 21
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33

GlIn

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Ser

ser

Pro

Lys

GIn

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Gly

Ala

Arg
40

Ser

val

Ser
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<211>17
<212> PRT
<213> ratén

<400> 21

Glu Ile Asp Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213> raton

<400> 22

Asn Tyr Gly Ser Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 23
<211> 124
<212> PRT
<213> raton

<400> 23

Asp val GIn Ile GIn GIn Pro Gly Thr Glu Leu val Lys pro Gly Ala
1 5 10 15

_—— o~
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Ser Ala Ser Ser Ser val Ser Tyr Met His
1 5 10

Asp Thr Ser Lys ls_eu Ala ser
1

GIn GIn Trp Ser ?er‘ Asn Pro Trp Thr
1
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<210> 30
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Gln Ser
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n Lys Ser

Ala Ser

Tyr Ser
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gagattgatc cttctgatag ttatactaac tataatcaaa agttcaaggg c 51

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> raton

<400> 32

aactacggta gtggctacta ctttgactac
<210> 33

<211> 373

<212> ADN

<213> raton

<400> 33

gacgtccaga
tcctgcaagg
cctggacaag
aatcaaaagt
atgcacctca
ggtagtggct

ddadcaacac

tccagcagec
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac
actactttga

cCcC

<210> 34

<211> 318

<212> ADN

<213> ratén

<400> 34

ggcgttgaga
atgacctgca
acctccccca
ttcagtggca
gatgctgcca

accaaactgg
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gtgccagctc
aaagatggat
gtgggtctgg
cttattactg

aaatcaaa

N
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tctctcacaa

agtagtaacc
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ctggggcttc
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ctgatagtta
aatcctccag
attactgttc

ctctcacagt

agtgagactg
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ggtaccagca gaagtcaggc

cttctggagt
tcagcagcat

cgtggacgtt

ccctgetege
ggagactgaa
cggtggaggc

60
120

‘180

240
300
360
373

60
120
180
240
300
318



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 35

<211> 318
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<400> 35

agtgccagct caagtgtaag ttacatgcac
<210> 36

<211> 21
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<213> raton

<400> 36

gacacatcca aactggcttc t 21
<210> 37

<211> 27

<212> ADN

<213> raton

<400> 37
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<210> 38

<211> 331
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<213> raton
<400> 38
ggcgttgaga
atgacctgca

tgacacagtc
gtgccagctc
acctccccca aaagatggat
ttcagtggca gtgggtctgg
gatgctgcca cttattactg

accaaactgg aaatcaaacg
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30

gccagcaatc atgtctgcat
aagtgtaagt tacatgcact
ttatgacaca tccaaactgg
gacctcttac tctctcacaa
ccagcagtgg agtagtaacc
gctgatgctg ¢

67

ctccagggga gaaggtcacc
ggtaccagca gaagtcaggc
cttctggagt ccctgctcge
tcagcagcat ggagactgaa
cgtggacgtt cggtggaggc
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de cribado para autoanticuerpos para el receptor de la TSH en una muestra de fluido corporal
obtenida de un sujeto sospechoso de padecer de, que es susceptible a, que tiene o se recupera de, una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccion inmune al receptor de TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) Proporcionar uno o mas pares de moléculas de unién, en las que una primera molécula de dicho par de union
comprende un anticuerpo monoclonal o recombinante humano, o uno o mas fragmentos del mismo, reactivo con el
receptor de TSH, o un anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el receptor de TSH que compite por la union
al receptor de TSH con dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano o fragmento del mismo, en en el que
dicha primera molécula se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la unién de TSH marcada con 29|
al receptor de TSH determinado utilizando tubos recubiertos con receptor de TSH de al menos 15 unidades de
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y una segunda molécula de dicho par de unién es un receptor de TSH
de longitud completa, uno o mas epitopos de un receptor de TSH o un polipéptido que comprende uno o mas
epitopos de un receptor de TSH;

(b) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de union interactue bien con (i) autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente
en dicha muestra, o (ii) con dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas fragmentos del
mismo, o dicho anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el receptor de la TSH, y

(c) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos anticuerpos presentes en
dicha muestra, proporcionando asi una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos para el receptor de la
TSH en dicha muestra.

2. Un procedimiento in vitro para ensayar TSH y ligandos relacionados, comprendiendo dicho procedimiento:
(a) proporcionar una muestra sospechosa de contener, o que contenga TSH o ligandos relacionados;

(b) proporcionar uno o mas pares de moléculas de union, en el que una primera molécula de dicho par de unién
comprende un anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas de sus fragmentos, reactivo con el
receptor de TSH, o un anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el receptor de la TSH y que compite por la
union al receptor de TSH con dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano o fragmento del mismo, en en el
que dicha primera molécula se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la unién de TSH marcada
con '?5| al receptor de TSH determinado usando tubos recubiertos con receptor de TSH de al menos 15 unidades de
estandar internacional NIBSC 90/672 por mg; y una segunda molécula de dicho par de unién es un receptor de TSH
de longitud completa, uno o mas epitopos de un receptor de TSH o un polipéptido que comprende uno o mas
epitopos de un receptor de TSH;

(c) poner en contacto dicha muestra con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha
segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i) TSH o ligandos relacionados presentes en dicha
muestra, o (ii) dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano, o uno o mas fragmentos del mismo, o dicho
anticuerpo adicional o fragmentos del mismo para el receptor de TSH y;

(d) controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de union con TSH o ligandos relacionados
presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicacion de la presencia de TSH o ligandos relacionados en
dicha muestra.

3. Un kit para cribar autoanticuerpos para el receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un
sujeto sospechoso de sufrir de, ser susceptible a, que tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada
con una reaccién inmune al receptor de TSH, comprendiendo dicho Kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en en el que una primera molécula de dicho par de unién comprende un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas fragmentos del mismo, reactivo con el receptor de TSH,
0 un anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el receptor de TSH y que compite por la unién al receptor de
TSH con dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano o fragmento del mismo, en en el que dicha primera
molécula se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la union de TSH marcada con '2°| al receptor de
TSH determinada usando tubos recubiertos con receptor de TSH de al menos 15 unidades de estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg; y una segunda molécula de dicho par de unién es un receptor de TSH de longitud completa,
uno o mas epitopos de un receptor de TSH o un polipéptido que comprende uno o mas epitopos de un receptor de
TSH;

(b) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto, con dichos uno o mas pares de
moléculas de union para permitir que dicha segunda molécula de dicho par de unién interactie ya sea con (i)
autoanticuerpos para el receptor de la TSH presente en dicha muestra, o (ii) dicho anticuerpo monoclonal o
recombinante, o uno o mas fragmentos del mismo, o dicho anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 624241 T3

receptor de TSH; y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos
autoanticuerpos al receptor de la TSH en dicha muestra.

4. Un kit de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en el que la primera molécula de dicho par de unién comprende un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano para el receptor de TSH o fragmento del mismo, que tiene una
afinidad por el receptor de TSH de 10'° molar" o mayor.

5. Un kit para ensayar TSH o ligandos relacionados, comprendiendo dicho kit:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en en el que una primera molécula de dicho par de unién comprende un
anticuerpo monoclonal humano o uno o mas fragmentos del mismo, reactivos con el receptor de TSH, o un
anticuerpo adicional o un fragmento del mismo, para el receptor de TSH y que compite por la union al receptor de
TSH con dicho anticuerpo monoclonal o recombinante humano o fragmento del mismo en en el que dicha primera
molécula se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la unién de TSH marcada con 29 al receptor de
TSH determinada usando tubos recubiertos con receptor de TSH de al menos 15 unidades de estandar internacional
NIBSC 90/672 por mg; y una segunda molécula de dicho par de union es un receptor de TSH de longitud completa,
uno o mas epitopos de un receptor de TSH o un polipéptido que comprende uno o mas epitopos de un receptor de
TSH;

(b) medios para poner en contacto una muestra sospechosa de contener o que contiene TSH o ligandos
relacionados con dichos uno o mas pares de moléculas de unién para permitir que dicha segunda molécula de dicho
par de union interactie ya sea con (i) TSH o ligandos relacionados presentes en dicha muestra, o (ii) anticuerpo
monoclonal o recombinante humano, o uno o mas fragmentos de los mismos, o dicho anticuerpo adicional o
fragmentos de los mismos para el receptor de TSH y;

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién con TSH o ligandos
relacionados presentes en dicha muestra, proporcionando asi una indicacion de la presencia de TSH o ligandos
relacionados en dicha muestra.

6. Un kit para identificar un anticuerpo adicional o fragmento del mismo para el receptor de TSH, cuyo anticuerpo
adicional o fragmento del mismo es capaz de unirse al receptor de TSH y que compite por la union al receptor de
TSH con un anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas fragmentos de los mismos, reactivos con el
receptor de TSH, en el que dicho kit comprende:

(a) uno o mas pares de moléculas de union, en en el que una primera molécula de dicho par de unién comprende un
anticuerpo monoclonal o recombinante humano o fragmento del mismo para el receptor de TSH, en en el que dicha
primera molécula se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la union e TSH marcada con "% al
receptor de TSH determinado usando tubos recubiertos con receptor de TSH de al menos 15 unidades de estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg; y una segunda molécula de dicho par de unién es un receptor de TSH de
longitud completa, uno o mas epitopos de un receptor de TSH o un polipéptido que comprende uno o mas epitopos
de un receptor de TSH;

(b) medios para poner en contacto dichos uno o mas pares de moléculas de unién de (a) con una molécula de union
adicional a ensayar como un potencial anticuerpo adicional para el receptor de TSH que compite por la unién al
receptor de TSH con dicha primera molécula de dicho par de union de (a), para permitir que dicha segunda molécula
de dicho par de union de (a) interactie ya sea con (i) dicha molécula de unién adicional, o (ii) dicha primera molécula
de dicho par de unién (a); y

(c) medios para controlar la interaccion de dicha segunda molécula de dicho par de unién de (a) con dicha molécula
de unién adicional y, de este modo, evaluar si dicha molécula de unién adicional compite por la unién al receptor de
TSH con dicha primera molécula de dicho par de unién de (a).

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o un kit de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 6, en el que el anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas de sus
fragmentos se caracteriza por una actividad inhibidora con respecto a la union de TSH marcada con '?°I al receptor
de TSH determinado usando tubos recubiertos con receptor de TSH, de al menos 30 unidades de estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg, o en el que la actividad inhibidora con respecto a la uniéon de TSH marcada con
125 al receptor de TSH es de al menos 120 unidades de estandar internacional NIBSC 90/672 por mg.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o un kit de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 6, en el que el anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas de sus
fragmentos se caracteriza por una actividad estimuladora con respecto a la produccién de cAMP por células CHO
que expresan aproximadamente 50.000 receptores de TSH humanos por célula de al menos 30 unidades de
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estandar internacional NIBSC 90/672 por mg, o en el que la actividad estimuladora con respecto a la produccion de
cAMP por células CHO que expresan aproximadamente 50.000 receptores de TSH por célula es de al menos 240
unidades de estandar internacional NIBSC estandar 90/672 por mg.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o un kit de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 6, en el que el anticuerpo monoclonal o recombinante humano o uno o mas de sus
fragmentos se caracteriza por:

(a) una actividad inhibidora con respecto a la unién de TSH marcada con '?%| al receptor de TSH, determinada
usando tubos recubiertos con receptor de TSH, de al menos 30 unidades de estandar internacional NIBSC 90/672

pormg;y

(b) una actividad estimuladora con respecto a la produccion de cAMP por células CHO que expresan
aproximadamente 50.000 receptores de TSH humanos por célula de al menos 50 unidades de estandar
internacional NIBSC 90/672 por mg.

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o un kit de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 5 0 6, en el que el anticuerpo adicional o fragmento del mismo comprende las
caracteristicas definidas para el anticuerpo monoclonal o recombinante humano en cualquiera de las
reivindicaciones 1a3 05 a6.
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Figura 1 Inhibicidon de la unién de TSH marcada a tubos recubiertos con TSHR
por hMAb TSHR1 IgG y Fab. La IgG de control era un autoanticuerpo
monoclonal humano para GADss
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¢

5 - .
S pTSH
. ~ —&— MAb de control
e hTSH
3 4 —&— hMAb TSHR1 IgG

—a— hMADb TSHR1 Fab

T T T T : 1

0.001 0.01 0.1 1 10 100
Concentracidn del material de ensayo(ng/mL)

Figura 2. Actividad de estimulacidn de la tiroides de hMAb TSHR1 IgG y Fab,
TSH de porcino (70 unidades/mg; pTSH), TSH humana recombinante
(6,7 unidades/mg; hTSH) y anticuerpo monoclonal de control (MAb:
un autoanticuerpo monoclonal humano para peroxidasa de tiroides
(2G4)). Basal = cMAP producida en presencia unicamente de
solucidn salina requlada de Hanks libre de NaCl
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Figura 3 Efecto del suero del donante dé linfocitos sobre la inhibicién de la unidn

de TSH al TSHR y sobre la estimulacién de AMP ciclico en células CHO
transfectadas con TSHR. En el caso del ensayo de inhibicién de la unidn
se diluyd el suero en una combinacién de sueros del donante sano de
sangre. Para el ensayo de estimulacién, se diluyd el suero en solucidn
solucion salina regulada de Hanks libre de NaCl. Los sueros de donantes
sanos de sangre (n = 3) produjeron respuestas en el intervalo de 1,1-1,3
x basal
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Figura4  Secuencia de nucledtidos de la regién V, D y J de cadena pesada de hMAb TSHR1
Figura 4a

caaatgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtco
tctgaagatctcctgtaggggttctggatacaggtttaccagectactgga
tcaactgggtgcgccagctgcccgggaaaggectagagtggatgggeagg
attgatcctactgactcttataccaactacagteccatceccttcaaaggeca
cgtcaccqtctcagctgacgégtccatcaacactgcctacctgcagtgga
gcagcctgaaggcctcgga;.caccggcatgtattactgtgcgaggctcgaa
ccgggctatagcagcacctggtccecgtaaattggggccagggaaccetggt

caccgtctectcagectcoccaccaagggceccateggtettoeoeee
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Figura 4b

caaatgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcecccggggagtco
Cebador de PCR

tctgaagatctectgtaggggttctggatacaggtttacclgetactgga
CDR |

teaadtgggtgcgccagetgeccgggaaaggectagagtggatgggciagg
CDRH

[atEgatoctdctgdctettataccaactacagiecatcctteaaaggdca

cgtcaccgtctcagctgacaagtccatcaacactgectacctgcagtgga

gcagcctgaaggcectcggacaccggeatgtattactgtgegaggletegaa

CDR NI
lecgggctatageageacctggtecgtaaatjtggggecagggaaccetyggt

region constante

caccgtctcctecagectecaccaagggeccateggtettecece
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Figura 5 Secuencia de aminoacidos de la regién V, D y J de cadena pesada de HMAb TSHR1

Figura 5a
QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCRGSGYRFTSYWINWVRQLPGKGLEWMGR

IDPTDSYTNYSPSFKGHVTVSADKSINTAYLOWSSLKASDTGMY YCARLE

PGYSSTWSVNWGQGCTLVTVSSASTKGPSVEP

Figura 5b
QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCRGSGYRFTEYWENWVRQLPGKGLEWMGH 50
CDR |
[EBPTBSYINYSESERGHVTVSADKS INTAYLOWSSLKASDTGMY YCARTE] 100
CORIII
GYSSTHSYNWGOGTLVTVSSASTKGPSVEP 131

e region constante
COR N
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Figura 6 Secuencia de ADN de cadena ligera de hMAb TSHR1

Figura 6a

ctgcctgtgctgactcageocacccteggtgtcoctggagoccocccaggecagag
ggtcaccatctcectgttctggaaacagctoccaacatcggaaataatgetg
taaactggtaccagcagctcccaggaaaggctcccaaactecctcatttat
tatgatgatcaactgccctcaggggtctctgaccgattctctggetecag
gtctggcacctccgectecectggecatecocgtgggecteccagtetgaggatg
aggctgattattactgtacatcatgggatgacagcctggatagtcaactg
ttcggcggagggaccaggctgaccgtoctaggt

Figura 6b

ctgcctgtgcectgactcagccacceteggtgtectggagececcecaggecagag
Cebador de PCR

ggtcaccatctectgtftébggadacagetecaacatcggasataatoety]
COR|

taaacltggtaccagcagctcccaggaaaggoctocccaaactoctecatttat

[fatgatgateaactgecoteaggggtctctgaccgattctetggetecag
CDRII

gtectggecacctecgecteectggecatecegtgggetecagtectgaggaty

T

aggctgattattactgtidcatcatggaatiacaycctggatagtoasct
CDR il

ttcggcggagggaccaggcectgacecgtectaggt
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Figura 7 Secuencia de proteina de cadena ligera de hMAb TSHR1

Figura 7a

LTVLTQPPSVSGAPRQRVTISCSGNSSNIGNNAVNWYQQLPGKAPKLLIY

YDDQLPSGVSDRESGSRSGTSASLAIRGLOSEDEADYYCTSWDDSLDSQL

FGGGTRLTVLG
Figura 7b
LTVLTQPPSVSGAPRQRVTISCISGNSSNIGNNAVNWYQQLPGKAPKLLIY 50
CDR |
PSIGVSDRFSGSRSGTSASLAIRGLOSEDEADY YC[TS 100
FGGGTRLTVLG 111
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Figura 9 Secuencia de nucledtidos de cadena pesada 9D33

Figura 9a
gacgtccagatccagcagectgggactgagettgtgaageoctggggetite
agtgagactgtcctgcaéggcttctggctacaccttcaccacctactgga
tgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggccttgagtggatcggagag
attgatccttctgatagttatactaactataatcaaaagttcaagggeaa
ggccacattgactgtagacaé:atcctccagcacagcctacatgcacctca
gcagcctgacatctgagga{ctctchgtctattactgttcaagaaactac
ggtagtggctactactttgactactggggccaaggcaccactctcacagt

ctcctcagccaaaacaacacccc
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Figura 9b

gacgtccagatccagcagcctgggactgagettgtgaagecctggggette
cebador de PCR

agtgagactgtcctgcaaggcttctggctacaccttcacclacctactgga

" CDRI

tgcacitgggtgaagcagaggcctggacaaggecttgagtggateggalgag)
, CDR Il

|§thatccttctqatagttatactaactataatcaaaagttcaaqqgc]aa

ggccacattgactgtagacaaatcctccagcacagectacatgecacctcea

CDR 1l
gcagcctgacatctgaggactctgcggtctat tactgttcaaga

lggtagtggctactactttgactadtggggccaaggcaccactctecacagt

ctcctcageocaaaacaacaccee
regién constante
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Figura 10  Secuencia de aminoacidos de cadena pesada 9D33

Figura 10a
DVQIQQPCTELVKPGASVRLSCKASGYTEFTTYWMHWVKQRPGOQGLEWIGE
IDPSDSYTNYNQKE FKGK};TLTVDKSSSTA YMHLSSLTSEDSAVYYCSRNY

GSGYYFDYWGQGTTLTVSSAKTTE

Figura 10b

DVQIQQPGTELVKPGAsvﬁLSCKASGYTFTVKQRPGQGLEWI 50
Cebador de PCR R

[[DPSDSYTNYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMHLSSLTSEDSAVYYCS 100
CORT CDR

[GSGYYFDYWGOGTTLTVSSAKTTP 124

region constante
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Figura 11 Secuencia de nucledtidos de cadena ligera 9D33

Figura 11a
ggcgttgagatgacacagtcocgccagcaatcatgtcectgecatctccagggga
gaaggtcaccatgacctgcagtgccagotcaagtgtaagttacatgeact
ggtaccagcagaagtcaggcacctccocccaaaagatggatttatgacaca
tccaaactggecttctggagtccctgectcgettcagtggecagtgggtetgg
gacctcttactctctcacaatcagcagcatggagactgaagatgctgeca
cttattactgccagcagtggagtagtaacccgtggacgttcggtggagge
accaaactggaaatcaaacggctgatgctge

Figura 11b

ggcgttgagatgacacagtcgccagcaatcatgtctgecatectoccagggga
Cebador de PCR -

gaaggtcaccatgacctgcagtgeccagetcaagtgtaagttacatgeadkt
CDR |

ggtaccagcagaagtcaggcacctcccccaaaagatggatttatlgacaca)
CDR Il

kccaaactggcttcthgagtccctgctcgcttcagtggcagtgggtctgg

gacctcttactctctcacaatcagcagcatggagactgaagatgectgceca

COR Nl
cttattactgc{cagcagtggagtagt aacccgtg gacgjttcggtgga ggc

accaaactggaaatcaaacggctgatgctgc
region constante
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Figura 12  Secuencia de aminoacidos de cadena ligera 9D33

Figura 12a
GVEMTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIYDT

SKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMETEDAATYYCQOWSSNPWTFGGE

TKLEIKRLML

Figura 12b

GVEMTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQOKSGTS PKRWIY[DT]

Cebador de PCR CDRI
SKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMETEDAATY YCIQQWSSNPWT|IFGGG
CDR I CDR Il
TKLEIKRLML

region constante
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