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DESCRIPCION
Regiones del epitopo de un receptor de tirotropina (TSH), usos del mismo y anticuerpos para el mismo

La presente invencion se refiere a las regiones del epitopo de un receptor de tirotropina (TSH), a sus usos y a sus
anticuerpos.

La tirotropina o la hormona estimulante de la tiroides (TSH, thyroid stimulating hormone) es una hormona pituitaria
que desempefia un papel clave en la regulacion de la funcién de la tiroides. Su liberacion esta estimulada por la
hormona TRH que se forma en el hipotdlamo y controla la formacion y liberacidon de las hormonas tiroideas
importantes: tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). Sobre la base de un mecanismo de retroalimentacion, el contenido
de hormona tiroidea del suero controla la liberacion de TSH. La formacién de T3 y T4 por las células tiroideas es
estimulada por la TSH mediante un procedimiento en el que la TSH liberada por la pituitaria se une al receptor de
la membrana celular tiroidea.

En ciertas condiciones patoldgicas, también se pueden formar diversos tipos de autoanticuerpos contra este
receptor de TSH. Dependiendo del tipo de estos autoanticuerpos, puede ocurrir una inhibicion de la formacion y
liberacion de T3y T4 en el receptor de TSH debido a la proteccion de las moléculas de TSH, o, por otro lado, estas
hormonas tiroideas se pueden liberar de manera incontrolada. De este modo, los autoanticuerpos anti-receptor de
TSH imitan la accion de la TSH y estimulan la sintesis y liberacién de hormonas tiroideas.

La enfermedad tiroidea autoinmune (AITD, autoimmune thyroid disease) es la enfermedad autoinmune mas comudn
que afecta a diferentes poblaciones en todo el mundo. Una proporcion de pacientes con AITD, principalmente
aquellos con la enfermedad de Graves, tienen autoanticuerpos contra el receptor de TSH sustancialmente como
se describié anteriormente. Los autoanticuerpos se unen al receptor de TSH y generalmente imitan las acciones
de la TSH, estimulando la glandula tiroides para producir altos niveles de hormonas tiroideas. Estos
autoanticuerpos se describen como que tienen actividad estimulante. En algunos pacientes, los autoanticuerpos
se unen al receptor de TSH, pero no estimulan la produccion de hormona tiroidea y se describen como actividad
blogqueadora [J Sanders, Y Oda, SA Roberts, M. Maruyama, J Furmaniak, B Rees Smith "Understanding the
thyrotrophin receptor function-structure relationship (Entendiendo la relacién entre la estructura y la funcién del
receptor de tirotropina)". Clinica de Endodoncia y Metabolismo de Bailliere. Ed. T F Davies 1997 11(3): 451-479.
Pub. Bailliere Tindall, Londres].

Las mediciones de autoanticuerpos contra el receptor de TSH son importantes en el diagndstico y manejo de la
AITD, particularmente la enfermedad de Graves. Actualmente se utilizan tres tipos de ensayos para medir los
autoanticuerpos del receptor de TSH:

(a) ensayos de unién competitiva que miden la capacidad de los autoanticuerpos del receptor de TSH para
inhibir la unién de la TSH a las preparaciones del receptor de TSH;

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

(c) inmunoprecipitacion de preparaciones del receptor de TSH con autoanticuerpos del receptor de TSH.

La medicion de los autoanticuerpos contra el receptor de 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 thyrotrophin receptor
function-structure relationship". Clinica de Endodoncia y Metabolismo de Balilliere. Ed. T F Davies 1997 11(3): 451-
479. Pub. Balilliere Tindall, London, and 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 1251-
labelled TSH receptor (La interaccion de los anticuerpos del receptor de TSH con receptor de TSH marcado con
125))", Revista de Endocrinologia Clinica y Metabolismo 1999 84(10):3797-3802. 52). Ademas, se han descrito
procedimientos y ensayos para detectar autoanticuerpos en los documentos EP 1078986, DE19651093 0 WO99/
64865.

Sin embargo, hay una serie de limitaciones asociadas con el uso de los ensayos disponibles en la actualidad
descritos anteriormente para medir autoanticuerpos contra el receptor de TSH. Los ensayos competitivos del tipo
(a) que estan disponibles en diferentes formatos son generalmente sensibles, relativamente faciles de realizar y
adaptables para el uso rutinario. Sin embargo, los ensayos de radiorreceptores competitivos conocidos hasta la
fecha para detectar autoanticuerpos del receptor de TSH tienen desventajas fundamentales de naturaleza practica
que se pueden atribuir al hecho de que la capacidad de union de las preparaciones del receptor de TSH
generalmente reacciona muy sensiblemente a los cambios en el receptor 0 en una biomolécula unida por el mismo.
La unién de biomoléculas que son péptidos o proteinas en la naturaleza, por ejemplo, hormonas o autoanticuerpos,
a los receptores es por lo general muy complicada en la naturaleza, y la unién especifica entre el receptor y la
biomolécula es mucho més sensible a las alteraciones estructurales, en particular del receptor, que es el caso de
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un par de unién antigeno/anticuerpo habitual que es la base de la mayoria de los inmunoensayos en los que estan
involucrados los receptores. Los intentos de inmovilizar y/o marcar el receptor de TSH han conducido, en general,
a alteraciones estructurales que han perjudicado enormemente la funcionalidad del receptor.

En lo que respecta a los bioensayos del tipo mencionado en (b), estos tienden a ser costosos, requieren mucho
tiempo, requieren personal altamente cualificado y son esencialmente inadecuados para el uso rutinario.

Con respecto a los ensayos de inmunoprecipitacion directa de tipo (c), dichos ensayos de inmunoprecipitacién
disponibles actualmente no tienen en la practica la sensibilidad requerida para la deteccién de autoanticuerpos del
receptor de TSH.

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion alivia los problemas asociados hasta ahora con la deteccién de autoanticuerpos del
receptor de la técnica anterior. M&s particularmente, la presente divulgacién proporciona procedimientos de
diagndstico y kits para la deteccion de autoanticuerpos contra el receptor de TSH, con sensibilidad mejorada en
comparacion con los procedimientos y kits de diagndstico de la técnica anterior, y que, si se desea, permiten el
uso de uno o mas ligandos méas competitivos o competidores para un receptor de TSH en ensayos competitivos
del tipo descrito anteriormente. En particular, la presente divulgacion se refiere al uso de una o mas regiones
epitopo identificadas del receptor de TSH en procedimientos de diagnéstico y kits para la deteccion de
autoanticuerpos del receptor de TSH.

Por lo tanto, se proporciona por medio de la presente divulgacion, para uso en diagnéstico o terapia de enfermedad
autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica que comprende
parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria (es decir, una secuencia continua de residuos de
aminoacidos) de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian autoanticuerpos y/o linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un
receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o
consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de uno o mas de los siguientes, o una 0 mas
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular, dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
anélogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes,
andlogos o derivados de dichos fragmentos, y/o la conformacion estructural primaria de los aminoacidos nimeros
246 a 260 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
nameros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos);

en el que los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactdan
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos) con dicha secuencia polipeptidica, con el fin de permitir dicho diagndstico o terapia.

Mas particularmente, se proporciona mediante la presente divulgacion para uso en el diagndstico o terapia de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica
gue comprende, consiste en o0 consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural
primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los cuales interactian los autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un receptor de
TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente
en la conformacion estructural primaria de uno 0 mas de los siguientes, o una o0 mas variantes, analogos, derivados
o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoéacidos numeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular, dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nameros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes,
analogos o derivados de dichos fragmentos, y/o la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros
246 a 260 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
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numeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos);

en el que los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) con dicha secuencia
polipeptidica, con el fin de permitir dicho diagndstico o terapia.

Alternativamente, la presente divulgacién proporciona un uso para el diagnéstico o la terapia de una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica que comprende,
consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacién estructural primaria de uno o mas
epitopos del receptor de TSH con los que interacttan los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha
secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria
de uno o0 mas de los siguientes, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos o
variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

(en particular, dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los amino&cidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes,
analogos o derivados de dichos fragmentos, y/o la conformacién estructural primaria de los aminoacidos numeros
246 a 260 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
nameros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos);

en el que los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos) con dicha secuencia polipeptidica, con el
fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

La presente divulgacion proporciona ademas el uso en el diagndstico o la terapia de una enfermedad autoinmune
asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica que comprende, consiste
en o consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno o méas epitopos
del receptor de TSH con los que interactiian autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor
de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en
la conformacién estructural primaria de uno 0 mas de los siguientes, o una o0 mas variantes, analogos, derivados
o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, y/o la
conformacion estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra
en cualquiera de las secuencias de aminoéacidos de la Figura 3, o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de dichos fragmentos);

en el que los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos) con dicha secuencia polipeptidica, con el fin de permitir dicho diagndstico o terapia.

Mas particularmente, la presente divulgacion proporciona ademas el uso en el diagnéstico o la terapia de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica
gue comprende, consiste en o0 consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural
primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactlan los autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interacciéon de un receptor de
TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente
en la conformacion estructural primaria de uno 0 mas de los siguientes, o una 0 mas variantes, analogos, derivados
o fragmentos de los mismos o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:
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aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular, dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en una de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoéacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de dichos fragmentos, y/o la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos);

en el que los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) con dicha secuencia
polipeptidica, con el fin de permitir dicho diagndstico o terapia.

La presente divulgacién proporciona ademas el uso en el diagndéstico o la terapia de una enfermedad autoinmune
asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH, una secuencia polipeptidica que comprende, consiste
en o consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno 0 més epitopos
del receptor de TSH con los cuales interactian los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha
secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria
de uno o mas de los siguientes, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o
variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de la Figura 5, o variantes, andlogos o derivados de tales fragmentos, y/o la
conformacion estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra
en cualquiera de las secuencias de aminoéacidos de la Figura 3, o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de dichos fragmentos);

en el que los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en condiciones
que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos) con dicha secuencia polipeptidica, con el
fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Mas preferentemente, generalmente se prefiere que dicho uso diagnéstico o terapéutico emplee una secuencia o
secuencias polipeptidicas comprenden, consisten en o consisten esencialmente en la conformacién estructural
primaria de uno o mas de los siguientes, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos,
0 variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoéacidos numeros 32 a 41 de un receptor de TSH;
aminoéacidos numeros 36 a 42 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 381 a 385 de un receptor de TSH,;

(en particular, dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes,
anélogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes,
analogos o derivados de dichos fragmentos, y/o la conformacién estructural primaria de los aminoacidos niumeros
247 a 260 de un receptor de TSH, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
numeros 247 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos).
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En particular, generalmente se prefiere de acuerdo con la presente divulgacion que dicho uso diagnéstico o
terapéutico emplea los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una 0 mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

En particular, generalmente se prefiere de acuerdo con la presente divulgacién que dicho uso diagnéstico o
terapéutico emplea los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una o més variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos

En particular, generalmente se prefiere de acuerdo con la presente divulgacion que dicho uso diagnéstico o
terapéutico emplea los aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH, 0 una 0 mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

Un uso diagnéstico o terapéutico particularmente preferido de acuerdo con la presente divulgacion, comprende el
uso en el diagndstico o la terapia de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor
de TSH:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permiten interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una 0o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacién estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los cuales
interactian autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacioén estructural primaria de los
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de dichos fragmentos,

en el que los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos) con dichas secuencias polipeptidicas, con el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Mas particularmente, dicho uso diagnéstico o terapéutico puede comprender:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactdan
los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia polipeptidica
comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los amino4cidos
numeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales
fragmentos; y

(ii) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los que
interactian los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un Receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de dichos fragmentos,

en el que los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) con dichas secuencias
polipeptidicas, con el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Alternativamente, dicho uso diagndstico o terapéutico puede comprender:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactdan
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los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten
la interaccién de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste
en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296
de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros
277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacién estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los que
interactuan los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccion de un Receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha secuencia polipeptidica
comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los aminoacidos
nameros 246 a 260 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados de dichos
fragmentos,

en el que los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos) con dichas secuencias polipeptidicas, con
el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Un uso terapéutico o diagndstico particularmente preferido de acuerdo con la presente divulgacion comprende el
uso en el diagndstico o la terapia de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccidon inmune a un receptor
de TSH:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacioén estructural primaria de los
amino&cidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias
de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 més variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los cuales
interactian autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en una cualquiera de las
secuencias de aminoéacidos de La Figura 3, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos;

en el que los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactlan
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos) con dichas secuencias polipeptidicas, con el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Mas particularmente, dicho uso diagnéstico o terapéutico puede comprender:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactdan
los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia polipeptidica
comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacidon estructural primaria de los amino&cidos
numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de
aminoéacidos de la Figura 5, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
nameros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH flirter con los que
interactian los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un Receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
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secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos;

en el que los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en
condiciones gque permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) con dichas secuencias
polipeptidicas, con el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Alternativamente, dicho uso diagndstico o terapéutico puede comprender:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactdan
los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten
la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha secuencia polipeptidica comprende, consiste
en o consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296
de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de amino&cidos de la Figura
5, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un
receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o
variantes, analogos o derivados de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacién estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los que
interactuan los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccion de un Receptor de TSH con dichos linfocitos), dicha secuencia polipeptidica
comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los aminoacidos
nameros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 3, o una o0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos
numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en una cualquiera de las secuencias de
aminoécidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos,

en el que los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH interactian (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos) con dichas secuencias polipeptidicas, con
el fin de permitir dicho diagnéstico o terapia.

Ademas, también puede preferirse que el uso diagndstico o terapéutico mencionado anteriormente emplee:

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacioén estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten interacciéon de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos ndmeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una 0 més variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de tales fragmentos; y

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno 0 mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los cuales
interactian autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una o méas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de dichos fragmentos;

gue ademés emplea:

(iii) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los que
interactdan autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos nimeros 381 a 385 de un receptor de TSH, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los aminoacidos nimeros 381 a 385 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o derivados
de tales fragmentos.

Mas particularmente, dicho uso diagnéstico o terapéutico preferido emplea:
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(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos;

(i) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los cuales
interactlan autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos nuameros 246 a 260 de un receptor de TSH como se muestra en una cualquiera de las
secuencias de aminoéacidos de La Figura 3, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos; y

(iii) una secuencia polipeptidica que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad
de la conformacién estructural primaria de uno o mas epitopos del receptor de TSH adicionales con los que
interactdan autoanticuerpos y/o linfocitos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permitir la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dicha secuencia
polipeptidica comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de los
aminoacidos nuameros 381 a 385 de un receptor de TSH como se muestra en una cualquiera de las
secuencias de amino&cidos de La Figura 7, o una 0 méas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 381 a 385 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de la Figura 7, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

Como se podra apreciar en las Figuras adjuntas, las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente
pueden ser de origen humano, porcino, bovino, canino, felino, de ratén, rata u ovino, y las secuencias de
aminoacidos especificas en cada uno de las especies mencionadas anteriormente se describen a continuacion
con mayor detalle con referencia a las Figuras 1, 3,5y 7.

También se proporciona mediante la presente divulgacién uno o méas epitopos del receptor de TSH con los que
interactian autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dichos
uno o mas epitopos del receptor de TSH comprenden, consisten en o consisten esencialmente en uno o mas de
los siguientes, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos numeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de dichos fragmentos, o aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos ndmeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
anélogos o derivados de tales fragmentos).

Mas particularmente, la presente divulgacion proporciona uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que
interactian los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dichos uno o mas epitopos del
receptor de TSH comprenden, consisten en o consisten esencialmente en uno o mas de los siguientes, o una o
mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de dichos
fragmentos:

aminoacidos numeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;
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(en particular los aminoacidos nuimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de dichos fragmentos, o aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una o mas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
analogos o derivados de tales fragmentos).

Alternativamente, la presente divulgacion proporciona uno o mas epitopos del receptor de TSH con los cuales
interactdan los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dichos uno o0 méas epitopos del receptor de
TSH comprenden, consisten en o consisten esencialmente en uno o mas de los siguientes, 0 una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
amino&cidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

(en particular los aminoacidos niumeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los amino&cidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de dichos fragmentos, o aminoacidos niumeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los amino&cidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
anélogos o derivados de tales fragmentos).

La presente divulgacion proporciona ademas uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), dichos uno o méas epitopos
del receptor de TSH comprenden, consisten en o0 consisten esencialmente en uno o mas de los siguientes, 0 una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, andlogos o derivados de tales
fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos niumeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 més variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, o aminoacidos nimeros 246 a
260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una 0 més variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos).

Mas particularmente, la presente divulgacién proporciona ademas uno o0 mas epitopos del receptor de TSH con
los que interactian los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), dichos uno o mas
epitopos del receptor de TSH comprenden, consisten en o consisten esencialmente en uno o mas de los siguientes,
0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos o variantes, analogos o derivados de tales
fragmentos:

aminoéacidos numeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoécidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, 0 aminoacidos niumeros 246 a
260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
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de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos).

La presente divulgacion proporciona ademas uno o mas epitopos del receptor de TSH con los que interactian los
linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), dichos epitopos del receptor de TSH comprenden,
consisten en o consisten esencialmente en uno o mas de los siguientes, o0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o una o0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, o aminoacidos nimeros 246 a
260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoéacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos).

Mas preferentemente, generalmente se prefiere que uno o mas epitopos del receptor de TSH comprendan uno o
mas de los siguientes, 0 una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes,
andlogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 32 a 41 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 36 a 42 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 381 a 385 de un receptor de TSH,;

(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de dichos fragmentos, o aminoacidos niumeros 247 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
anélogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
anélogos o derivados de tales fragmentos).

Un epitopo de receptor de TSH particularmente preferido de acuerdo con la presente divulgacion comprende,
consiste en o consiste esencialmente en los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos,
con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos).

Un epitopo de receptor de TSH particularmente preferido de acuerdo con la presente divulgacion comprende,
consiste en o consiste esencialmente en los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una o mas
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos,
con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos).

Un epitopo de receptor de TSH particularmente preferido de acuerdo con la presente divulgacion comprende,
consiste en o consiste esencialmente en los aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH, o una o mas
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos,
con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos).

También se proporciona mediante la presente divulgacion un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que comprende, consiste
en o consiste esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos
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de un receptor de TSH con el que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a
un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos o linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o0 consiste esencialmente en la
conformacion estructural primaria de uno o mas de los siguientes, o una 0 mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nameros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los amino&cidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
andlogos o derivados de dichos fragmentos), con el que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un
receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), con la excepcién de un receptor de TSH de longitud
completa.

Mas particularmente, la presente divulgacién proporciona un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) y que comprende, consiste en o0 consiste
esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria (que es una secuencia continua de
residuos de aminoéacidos) de uno o mas epitopos de un receptor de TSH con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o
consiste esencialmente en la conformacién estructural primaria de uno o0 mas de los siguientes, 0 una 0 mas
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular los aminoécidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH, 0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
andalogos o derivados de dichos fragmentos), con los que pueden interactuar los autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de
TSH con dichos autoanticuerpos), con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Alternativamente, la presente divulgacion proporciona un polipéptido con el que pueden interactuar los linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un
receptor de TSH con dichos linfocitos) y que comprende, consiste 0 consiste esencialmente en de parte o la
totalidad de la conformacion estructural primaria (que es una secuencia continua de residuos de aminoacidos) de
uno o mas epitopos de un receptor de TSH con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta
a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un Receptor de TSH con
dichos linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural
primaria de uno o mas de los siguientes, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos,
0 variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoéacidos numeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH,;

(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nameros 246 a 260 de un receptor de TSH, o variantes,
analogos o derivados de tales fragmentos), con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta
a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con
dichos linfocitos), con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.
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La presente divulgacién proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o
linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que comprende, consiste en o consiste
esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos de un receptor
de TSH con el que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de
TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos o linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en la
conformacién estructural primaria de uno o mas de los siguientes, o una o mas variantes, analogos, derivados o
fragmentos de los mismos o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o una o0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
amino4cidos nameros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoécidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246
a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de
TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos
o derivados de tales fragmentos), con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en
respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de
TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Mas particularmente, la presente divulgacion proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) y que comprende, consiste 0 consiste
esencialmente en parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos de un receptor
de TSH con el que pueden interactuar los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos),
cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion estructural primaria de uno
0 més de los siguientes, o0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes,
anélogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH,;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos niumeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoéacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246
a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de
TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos), con los que pueden interactuar los autoanticuerpos producidos en respuesta a un
receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos), con la excepcién de un receptor de TSH de longitud completa.

La presente divulgacion proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de
TSH con dichos linfocitos) y que comprende, consiste en o consiste esencialmente en parte o la totalidad de la
conformacion estructural primaria de uno o més epitopos de un receptor de TSH con el que pueden interactuar los
linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permitan la
interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste
esencialmente en la conformacién estructural primaria de uno o0 mas de los siguientes, 0 una 0 mas variantes,
analogos, derivados o fragmentos de los mismos o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos:

aminoacidos nimeros 22 a 91 de un receptor de TSH;
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aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 260 a 363 de un receptor de TSH; y
aminoacidos nimeros 380 a 418 de un receptor de TSH;

como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,
(en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los
aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos y/o aminoacidos nimeros 246
a 260 de un receptor de TSH como se representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura
3, 0 una 0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de
TSH como se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos), con el que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta a un receptor
de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos),
con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Mas preferentemente, generalmente se prefiere que un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion pueda
comprender parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria de uno o mas epitopos de un receptor de
TSH con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de
TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccibn de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos o linfocitos) y, como tal, comprende, consiste en o consiste esencialmente en la conformacion
estructural primaria de uno o mas de los siguientes, o una o mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de
los mismos o variantes, analogos o derivados de dichos fragmentos, con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permitan la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos):

aminoacidos nimeros 32 a 41 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 36 a 42 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 247 a 260 de un receptor de TSH;
aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH; y
aminoacidos numeros 381 a 385 de un receptor de TSH.

Preferentemente, un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion comprende, consiste en o0 consiste
esencialmente en los aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una o més variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

Preferentemente, un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién comprende, consiste en o consiste
esencialmente en los aminoacidos niimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

Preferentemente, un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion comprende, consiste en o0 consiste
esencialmente en los aminoacidos numeros 247 a 260 de un receptor de TSH, o una o més variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos.

También se prefiere de acuerdo con la presente divulgacion que se proporciona un polipéptido con el que pueden
interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permitan la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que
comprende parte o la totalidad de la conformacién estructural primaria de los epitopos del receptor de TSH con los
que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en:

(i) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos niumeros 277 a 296 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos); y

(i) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos),

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.
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Mas particularmente, la presente divulgacion proporciona un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) y que comprende parte o la totalidad de
conformacién estructural primaria de los epitopos del receptor de TSH con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), cuyo polipéptido comprende, consiste o consiste
esencialmente en:

(i) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos niumeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor
de TSH, o variantes, andlogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos); y

(i) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos);

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Alternativamente, la presente divulgacion proporciona un polipéptido con el que pueden interactuar los linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un
receptor de TSH con dichos linfocitos) y que comprende parte o la totalidad de la conformacion estructural primaria
de los epitopos del receptor de TSH con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta a un
receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos
linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste o consiste esencialmente en:

(i) la conformacién estructural primaria de los aminoécidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién
de un receptor de TSH con dichos linfocitos); y

(ii) la conformacién estructural primaria de los amino&cidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos niumeros 246 a 260 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los linfocitos
producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién
de un receptor de TSH con dichos linfocitos);

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

La presente divulgacién proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o
linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que comprende parte o la totalidad
de la conformacion estructural primaria de los epitopos de un receptor de TSH con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), que comprende el
polipéptido, consiste en o consiste esencialmente en:

(i) la conformacion estructural primaria de los amino4cidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como
se muestra en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una 0 mas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los amino4cidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se
representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten interaccion de un receptor
de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos); y

(i) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos numeros 246 a 260 de un receptor de TSH como
se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o una 0 mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa
en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de
tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta
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a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten interaccién de un receptor de TSH con
dichos autoanticuerpos o linfocitos),

con la excepcién de un receptor de TSH de longitud completa.

Mas particularmente, la presente divulgacion proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos) y que comprende parte o la totalidad de la
conformacién estructural primaria de los epitopos del receptor de TSH con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos), cuyo polipéptido comprende, consiste o consiste
esencialmente en:

(i) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como
se muestra en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una o mas variantes,
anélogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se
representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos producidos en respuesta
a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH
con dichos autoanticuerpos); y

(i) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como
se muestra en cualquiera de las secuencias de amino&cidos de la Figura 3, o una o0 méas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa
en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de
tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor
de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos
autoanticuerpos),

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

La presente divulgacion proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de
TSH con dichos linfocitos) y que comprende parte o la totalidad de la conformacién estructural primaria de los
epitopos del receptor de TSH con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta a un receptor
de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos),
que comprende el polipéptido, consiste o consiste esencialmente en:

(i) la conformacion estructural primaria de los aminocidos niumeros 277 a 296 de un receptor de TSH como
se muestra en una cualquiera de las secuencias de amino&cidos de la Figura 5, 0 una o mas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se
muestra en una de las secuencias de aminodacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o derivados de tales
fragmentos, con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos); y

(ii) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos niUmeros 246 a 260 de un receptor de TSH como
se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, 0 una o mas variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa
en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de
tales fragmentos, con los que pueden interactuar los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos linfocitos);
con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

También se prefiere de acuerdo con la presente divulgacion que se proporciona un polipéptido con el que pueden
interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que
comprende parte o la totalidad de la conformacién estructural primaria de los epitopos del receptor de TSH con los
que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o los linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o
linfocitos), cuyo polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en:

(i) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos numeros 277 a 296 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
gue permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos);
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(i) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos); y

(iii) la conformacién estructural primaria de los aminoacidos niimeros 381 a 385 de un receptor de TSH, o una
0 mas variantes, analogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos numeros 381 a 385 de un receptor
de TSH, o variantes, analogos o derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones
que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos),

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Mas particularmente, la presente divulgacién proporciona ademas un polipéptido con el que pueden interactuar los
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que
permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos) y que comprende parte o la
totalidad de la conformacion estructural primaria de los epitopos de un receptor de TSH con los que pueden
interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos), cuyo
polipéptido comprende, consiste en o consiste esencialmente en:

(i) la conformacion estructural primaria de los aminocidos numeros 277 a 296 de un receptor de TSH como
se muestra en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, 0 una o méas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH como se
representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 5, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten interaccién de un receptor
de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos);

(ii) la conformacion estructural primaria de los aminoacidos niUmeros 246 a 260 de un receptor de TSH como
se muestra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o una o més variantes, analogos,
derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 246 a 260 de un receptor de TSH como se representa
en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 3, o variantes, analogos o derivados de
tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta
a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten interaccién de un receptor de TSH con
dichos autoanticuerpos o linfocitos);

(iii) la conformacion estructural primaria de los aminoécidos numeros 381 a 385 de un receptor de TSH como
se muestra en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 7, o una o méas variantes,
andlogos, derivados o fragmentos de los aminoacidos nimeros 381 a 385 de un receptor de TSH como se
representa en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la Figura 7, o variantes, analogos o
derivados de tales fragmentos, con los que pueden interactuar los autoanticuerpos y/o linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH (adecuadamente en condiciones que permiten interaccion de un receptor
de TSH con dichos autoanticuerpos o linfocitos),

con la excepcion de un receptor de TSH de longitud completa.

Como se podra apreciar a partir de las Figuras adjuntas, tales secuencias de aminoacidos pueden ser de origen
humano, porcino, bovino, canino, felino, de ratén, rata u ovino, y las secuencias de aminoacidos especificas en
cada una de las especies mencionadas anteriormente se describen a continuacién con mayor detalle con referencia
alas Figuras 1, 3, 5y 7. Adecuadamente, en el caso en que los polipéptidos de acuerdo con el segundo aspecto
de la presente divulgacion comprenden secuencias de aminoacidos correspondientes a parte o la totalidad de la
conformacioén estructural primaria de mas de un epitopo de un receptor de TSH, las secuencias de aminoacidos
respectivas correspondientes a parte o la totalidad de la conformacién estructural primaria de los epitopos
respectivos se pueden separar por secuencias de aminoacidos de enlace para proporcionar preferentemente las
secuencias de aminoacidos respectivas en una conformacion, disposicion o secuencia que se asemeja 0 se parece
sustancialmente a una conformacion, disposicion o secuencia de aminoacidos como estan presentes en un sitio
activo de un receptor de TSH, y/o puede ser eficaz para proporcionar las secuencias de aminoacidos respectivas
referidas anteriormente de un receptor de TSH en una conformacion, disposicion o secuencia Optima para la
interaccion con autoanticuerpos y/o linfocitos, como se describe en la presente memoria descriptiva.

Las secuencias polipeptidicas preferidas y los polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacién comprenden,

consisten en o consisten esencialmente en, las secuencias de aminoacidos numeradas especificamente referidas
a un receptor de TSH como se muestra respectivamente en cualquiera de las Figuras 1, 3, 5 o 7 adjuntas. Como
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se indic6 anteriormente, sin embargo, la presente invencién también cubre "variantes”, "analogos", "derivados" y
"fragmentos" de secuencias de aminoacidos especificas descritas en la presente memoria descriptiva y los
términos "variantes", "analogos", "derivados" y "fragmentos" como se usan en la presente memoria descriptiva
cuando se hace referencia a secuencias polipeptidicas y polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacion (tales
como polipéptidos que tienen una conformacién estructural primaria de aminoacidos especificos como se describe
en la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas) pueden caracterizarse como secuencias
polipeptidicas y polipéptidos que retienen esencialmente la misma funcién o actividad biol6gica (en términos de
autoanticuerpo y/o interaccion de linfocitos como se describe en la presente memoria descriptiva) como secuencias
polipeptidicas y polipéptidos que tienen una conformacion estructural primaria de aminoacidos especificos como
se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas. Adecuadamente, las
variantes, analogos, derivados y fragmentos, o variantes, analogos o derivados de los fragmentos como se
describen en la presente memoria descriptiva pueden tener una conformacioén estructural primaria de aminoacidos
como se puede apreciar en las Figuras adjuntas, en las cuales varios o unos pocos (como5a 10,1a501a3)
los residuos de aminoacidos se sustituyen, delecionan o agregan, en cualquier combinacion. Especialmente
preferidas entre estas se encuentran las sustituciones silenciosas, las adiciones son deleciones que no alteran o
alteran sustancialmente la actividad o funcion bioldgica de los polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacion
como se describe especificamente anteriormente. Las sustituciones conservativas se pueden preferir como se
describe a continuacion con mayor detalle.

Mas particularmente, las variantes, analogos o derivados de polipéptidos que tienen una conformacion estructural
primaria de aminoacidos especificados como se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las
Figuras adjuntas 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 (preferentemente un residuo de aminoécido conservado); o

(i) aquellos en los que uno o mas de los aminoéacidos residen incluyen un grupo sustituyente; o

(i) aquellos que ademéas comprenden aminoacidos adicionales que pueden ser eficaces para proporcionar
los nimeros de aminoécidos referidos anteriormente de un receptor de TSH que estan presentes en un
polipéptido de la presente invencion en una conformacion, disposicion o secuencia que se parece 0 Se parece
sustancialmente a una conformacion, disposicion o secuencia de aminoacidos como esta presente en un sitio
activo de un receptor de TSH, y/o puede ser eficaz para proporcionar los niumeros de aminoacidos de un
receptor de TSH que se mencionan anteriormente en un polipéptido de la presente invenciéon en una
conformacion, disposicién o secuencia Optima para la interaccion con autoanticuerpos y/o linfocitos como se
describe en la presente memoria descriptiva.

Se considera que tales variantes, derivados y anélogos estan dentro del alcance de los expertos en la técnica a
partir de las ensefianzas proporcionadas por la presente memoria descriptiva.

Comunmente, las variantes, analogos o derivados pueden ser aquellos que varian de una referencia (tales como
polipéptidos que tienen una conformacion estructural primaria de aminoacidos especificados como se describe en
la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas) por sustituciones de aminoéacidos
conservativas. Tales sustituciones son aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido por otro
aminoacido de caracteristicas similares. ComUnmente, las sustituciones conservativas son los reemplazos, uno
por otro, entre los aminoacidos alifaticos A, V, L e [; entre los residuos hidroxilo Sy T; entre los residuos acidos D
y E; entre los residuos amida N y Q; entre los residuos basicos K y R; y entre los residuos aromaticos F e Y.

Se puede preferir que las variantes, analogos o derivados proporcionados por la presente divulgacion sean
aquellos que ademas comprenden aminoacidos adicionales que pueden ser efectivos para proporcionar los
nameros de aminoacidos de un receptor de TSH que se mencionan anteriormente en un polipéptido de la presente
invencion en una conformacion, disposicién o secuencia que se parece 0 se parece sustancialmente a una
conformacién, disposicion o secuencia de aminoacidos presentes en un sitio activo de un receptor de TSH, y/o
puede ser eficaz para proporcionar los nimeros de aminoacidos anteriormente indicados de un receptor de TSH
que estan presentes en un polipéptido de la presente invencidon en una conformacion, disposicion o secuencia
Optima para la interaccion con autoanticuerpos y/o linfocitos como se describe en la presente memoria descriptiva.

Mas particularmente, el término "fragmento” como se usa en la presente memoria descriptiva denota un polipéptido
gue tiene una secuencia de aminoacidos que es totalmente igual a parte, pero no toda la secuencia de aminoacidos
de un polipéptido que tiene una conformacion estructural primaria de aminoacidos especificos, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas, y las variantes o derivados de los mismos
y dichos fragmentos pueden tener "estructura independiente”, es decir, no forman parte o ni se fusionan con otros
aminoacidos o polipéptidos, o pueden estar comprendidos dentro de un polipéptido mas grande del cual formar
una parte o region. Como se podra apreciar, los fragmentos de acuerdo con la presente invencién comprenden o
contienen la conformacion estructural primaria de los aminoacidos presentes en uno o mas epitopos de un receptor
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de TSH como se describe en la presente memoria descriptiva para que sea capaz de interactuar con
autoanticuerpos y/o linfocitos como se describe en la presente memoria descriptiva.

Los polipéptidos de la presente divulgacién, por lo tanto, incluyen polipéptidos que tienen una conformacion
estructural primaria de aminoacidos especificados como se describe en la presente memoria descriptiva con
referencia a las Figuras adjuntas, asi como polipéptidos (a saber, variantes, analogos y derivados como se
mencionaron anteriormente) que tienen al menos 70% de identidad con polipéptidos que tienen una conformacion
estructural primaria de aminoacidos especificos como se describe en la presente memoria descriptiva con
referencia a las Figuras adjuntas, preferentemente al menos un 80% de identidad con los polipéptidos que tienen
una conformacién estructural primaria de aminoacidos especificados como se describe en la presente memoria
descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas, y mas preferentemente al menos un 90% de identidad con
polipéptidos que tienen una conformacién estructural primaria de aminoacidos especificados como se describe en
la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas y ain mas preferentemente al menos el 95%
de identidad con polipéptidos que tienen una conformacion estructural primaria de aminoacidos especificados
como se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas y también incluye
fragmentos de dichos polipéptidos sustancialmente como se menciond anteriormente.

Un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion se obtiene adecuadamente, o puede obtenerse mediante
la expresion de un polinucleétido de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se describe a
continuacién. Alternativamente, los polipéptidos de la invenciéon pueden producirse sintéticamente mediante
sintetizadores de péptidos convencionales que emplean técnicas que son bien conocidas en la técnica. Un
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion obtenido de este modo puede ser ventajoso al estar libre de
asociacion con otros polipéptidos eucariotas o contaminantes que de otro modo podrian asociarse con el mismo
en su entorno natural.

Los polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacién sustancialmente como se describe en la presente memoria
descriptiva pueden expresarse en diversos sistemas que generan proteinas recombinantes. Por ejemplo, para la
expresion en E. coli, el ADNc que codifica los polipéptidos apropiados de acuerdo con la presente invencién se
puede clonar en un vector, como pET22, pMEX8, pGEX2T o pQE81L His o un equivalente. En el caso de la
expresion en levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe), pueden
emplearse vectores tales como pYES2, pESP2 o pYES2/CT o un equivalente. El vector ACMNPV (Bac-N-Blue) o
un equivalente se puede usar para la expresion en células de insecto y los vectores pRC/CMV, pcDNA3.1 o un
equivalente se pueden usar para la expresion en células de mamiferos, como las células de ovario de hamster
chino (CHO). Un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion puede expresarse como una proteina discreta,
0 como una proteina de fusion unida a, por ejemplo, glutation S transferasa (GST) o un enlazador de poli histidina.
Para una proteina discreta, se puede usar la purificacién por cromatografia en columna de afinidad utilizando un
anticuerpo monoclonal de raton para la parte relevante de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion
acoplada a una particula de sefarosa. Si un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion se fusiona con
GST, se puede usar la purificacion por cromatografia de glutatién sefarosa para aislar la proteina de fusion. Se
pueden usar proteasas especificas para separar GST de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién y
se puede usar una segunda ronda de cromatografia de glutation sefarosa para separar GST de un polipéptido de
acuerdo con la presente divulgacion. En el caso de péptidos unidos al enlazador de poli histidina, la purificacion se
puede llevar a cabo utilizando cromatografia de afinidad por metales inmovilizados.

La presente divulgacion proporciona ademas un proceso para preparar un polipéptido sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria, comprendiendo el proceso:

(i) proporcionar una célula huésped sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria;

(ii) cultivar la célula huésped; y

(iii) recuperar un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion del mismo.

La recuperacion de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién puede emplear cominmente técnicas
de aislamiento y purificaciébn convencionales, tales como separaciones cromatograficas o separaciones
inmunoldégicas, conocidas por un experto en la técnica.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente divulgacién, se proporciona un polinucleétido que comprende:

(i) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido sustancialmente como se describi6é anteriormente
en la presente memoria;

(i) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido sustancialmente como se describid
anteriormente en la presente memoria, polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos o
secuencias de nimeros de aminoacidos especificos de un receptor de TSH que se definen por referencia a
cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7;

(i) una secuencia de nuclettidos que codifica un polipéptido de (i), cuya secuencia de nuclettidos
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comprende bases de nucleétidos que codifican los nimeros de aminoacidos especificados mencionados
anteriormente de un receptor de TSH que se definen por referencia a cualquiera de las Figuras 1, 3,5y 7,y
gué bases de nuclettidos se definen por referencia a cualquiera de las Figuras 2, 4, 6 y 8;

(iv) una secuencia de nucleétidos que difiere de la secuencia de (iii) en la secuencia de codones debido a la
degeneracion del cédigo genético;

(v) una secuencia de nucleétidos que comprende una variacién alélica de la secuencia de (jii);

(vi) una secuencia de nucleétidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (ii),
(iii), (iv) o (v); 0

(vii) una secuencia de nucledtidos que se hibrida en condiciones rigurosas con cualquiera de las secuencias

de (i), (ii), (iii), (iv), (v) 0 (vi).

Las bases de nucleétidos de un polinucledtido de acuerdo con la presente divulgacion, que codifican las
regiones del epitopo, antes mencionadas, de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién, se
pueden resumir como sigue,

ANanl?:]?J:;:sid%eS Numeros de Nucleétidos

22-91 64-273

32-41 94-123

36-42 106-126
246-260 736-780
247-260 739-780
260-363 778-1089
277-296 829-888
380-418 1138-1254
381-385 1141-1155

Los polinucledtidos de la presente invencion pueden estar en forma de ADN, incluyendo, por ejemplo, ADNc, ADN
sintético y ADN gendmico obtenidos apropiadamente mediante clonacion o producidos por técnicas de sintesis
guimica o por una combinacion de los mismos. Una realizacion preferida de la presente invencion. Comprende
preferentemente ADNc o ADN sintético. La secuencia de codificacion que codifica un polipéptido de acuerdo con
la presente divulgacién puede ser idéntica a la secuencia de codificacion de un polinucleétido como se mencioné
anteriormente en (iii) y se define por referencia a cualquiera de las Figuras 2, 4, 6 y 8. También puede ser un
polinucledtido con una secuencia diferente, que, como resultado de la redundancia (degeneracion) del cédigo
genético, codifica un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion.

La presente divulgacion se refiere ademas a variantes de los polinuclettidos descritos anteriormente en la presente
memoria descriptiva que codifican polipéptidos que tienen una conformacion estructural primaria de aminoacidos
especificados como se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las Figuras adjuntas,
variantes, analogos, derivados o fragmentos de los mismos, o variantes, analogos o derivados de los fragmentos
y sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria con mayor detalle. Una variante del
polinucleédtido puede ser una variante natural tal como una variante alélica natural, o puede ser una variante que
no se sabe que ocurra de forma natural. Dichas variantes no naturales del polinucleétido se pueden hacer mediante
técnicas de mutagénesis.

Entre las variantes a este respecto se encuentran las variantes que difieren de los polinucleétidos mencionados
anteriormente por sustituciones, deleciones o adiciones de nucleétidos. Las sustituciones, deleciones o adiciones
pueden implicar uno o mas nucledtidos. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden producir
sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos conservativas o no conservativas, de nuevo sustancialmente
como se describi6 anteriormente en la presente memoria.

Los polinucleétidos variantes de acuerdo con la presente divulgacion son adecuadamente al menos el 70%
idénticos en toda su longitud a un polinucleétido que codifica polipéptidos que tienen una conformacion estructural
primaria de aminoacidos especificados como se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las
Figuras adjuntas, y polinucleétidos que son complementarios a, o se hibridizan con, tales polinucleétidos.
Alternativamente, los mas preferidos son los polinucleétidos que comprenden una region que es al menos el 80%
idéntica en toda su longitud a un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una conformacién estructural
primaria de aminoacidos especificados como se describe en la presente memoria descriptiva con referencia a las
Figuras adjuntas y los polinucleétidos que son complementarios a, o se hibridizan con, tales polinucleétidos. A este
respecto, los polinucledtidos al menos 90% idénticos en toda su longitud a los mismos son particularmente
preferidos, y entre estos polinucledtidos particularmente preferidos, aquellos con al menos el 95% de identidad son
especialmente preferidos. Ademas, aquellos con al menos un 97% de identidad son altamente preferidos entre
aquellos con al menos un 95% de identidad, y entre estos aquellos con al menos un 98% de identidad y al menos
un 99% de identidad son particularmente altamente preferidos, con al menos un 99% de identidad siendo el mas
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preferido.

Béasicamente como se describié anteriormente en la presente memoria, la presente divulgacion se refiere ademas
a polinucleétidos que se hibridan con las secuencias descritas anteriormente en la presente memoria. A este
respecto, la presente divulgacion se refiere especialmente a polinucleétidos que se hibridan en condiciones
rigurosas a los polinucleétidos descritos anteriormente en la presente memoria. Como se usa en la presente
memoria, el término "condiciones rigurosas" significa que la hibridacién ocurrira solo si hay al menos un 95% y
preferentemente al menos un 97% de identidad complementaria entre las secuencias.

La presente divulgacién también se refiere a vectores, que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la
presente divulgacion, células huésped que se modifican genéticamente con vectores de la divulgacion y la
produccién de polipéptidos de la invencién mediante técnicas recombinantes.

La presente divulgacion, por lo tanto, proporciona ademas un sistema de vector biolégicamente funcional que lleva
un polinucleédtido sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria descriptiva y que es
capaz de introducir el polinucleétido en el genoma de un organismo huésped.

Las células huésped se pueden modificar genéticamente para incorporar polinucle6tidos y expresar polipéptidos
de la presente divulgacion y la presente divulgacion proporciona ademas una célula huésped que se transforma o
transfecta con un polinucle6tido, o uno o mas polinucledtidos, o un sistema de vectores, cada uno sustancialmente
como se describe en la presente memoria. La secuencia de ADN apropiada se puede insertar en el vector mediante
cualquiera de una variedad de técnicas bien conocidas y rutinarias.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida de la presente divulgacion, también se proporciona un
procedimiento de deteccion de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una
muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto (en particular un humano) que se sospecha que padece de, es
susceptible de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un
receptor de TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar ya sea (i) dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto o (ii) linfocitos aislados de dicha
muestra;

(b) poner en contacto dicha muestra o linfocitos aislados con un polipéptido de acuerdo con la presente
invencion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con autoanticuerpos o linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH) para permitir dicho polipéptido para interactuar con autoanticuerpos, o
linfocitos, producidos en respuesta a un receptor de TSH, y presentes en, o aislados de, dicha muestra; y
(c) monitorizar el grado, o efecto, de la interaccion de dicho polipéptido con cualquiera de dichos
autoanticuerpos, o dichos linfocitos, producidos en respuesta a un receptor de TSH y presentes o aislados
de dicha muestra, lo que proporciona una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos, o dichos
linfocitos, en dicha muestra, o aislados de dicha muestra.

Béasicamente como se describié anteriormente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion es
adecuado para la deteccidn de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una
muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto. Sin embargo, un procedimiento de acuerdo con la presente
divulgacion puede adaptarse particularmente para su uso en la deteccion de autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto sustancialmente como se
describe méas adelante con mayor detalle.

En la presente divulgacion se proporciona en particular, por lo tanto, un procedimiento de deteccién de
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un
sujeto (en particular un humano) que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccidon inmune a un receptor de TSH, comprendiendo dicho
procedimiento:

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

(b) poner en contacto dicha muestra con un polipéptido de acuerdo con la presente invencién sustancialmente
como se describié anteriormente en la presente memoria (adecuadamente en condiciones que permitan la
interaccion de un receptor de TSH con autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH) para
permitir que dicho polipéptido interactiie con autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH
y presente en dicha muestra; y

(c) monitorizar el grado de interaccion de dicho polipéptido con dichos autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH y presente en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacion
de la presencia de dichos autoanticuerpos en dicha muestra.

Un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion puede emplear cominmente un control, tal como una
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muestra de fluido corporal de un sujeto normal, en otras palabras, un sujeto que se sabe que no tiene enfermedad
autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH.

Un procedimiento de seleccion de autoanticuerpos contra un receptor de -TSH de acuerdo con la presente
divulgacion puede comprender monitorizar directamente la interaccion de (i) autoanticuerpos contra un receptor de
TSH presente en la muestra de fluido corporal del sujeto y (ii) un polipéptido, como se proporciona en la presente
invencioén, sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria, cominmente empleando
técnicas de ensayo de tipo sandwich no competitivas conocidas en la técnica.

Comunmente, en un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion que emplea técnicas no competitivas,
la monitorizacion del grado de interaccién de (i) autoanticuerpos contra un receptor de TSH presente en la muestra
y (i) un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describioé anteriormente en
la presente memoria, puede comprender proporcionar medios de marcado a un polipéptido de acuerdo con la
presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria, o a un ligando
para autoanticuerpos contra un receptor de TSH, cualquiera de los cuales la técnica permitiria monitorizar la
interaccion descrita anteriormente. Por ejemplo, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion puede
comprender marcar directa o indirectamente un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria; poner en contacto el polipéptido
marcado de este modo con una muestra de fluido corporal que estd siendo examinada para detectar
autoanticuerpos del receptor de TSH a fin de proporcionar una mezcla de los mismos; y agregar a la mezcla un
ligando para los autoanticuerpos contra un receptor de TSH (como un reactivo anti-lgG) presente en la muestra de
fluido corporal, para causar la precipitacion de cualquier complejo de polipéptidos marcados y autoanticuerpos del
receptor de TSH presentes en la mezcla. Alternativamente, se puede preferir que un procedimiento de acuerdo
con la presente divulgacién comprenda ademas la adicion de un ligando marcado para los autoanticuerpos del
receptor de TSH (como un reactivo anti-lgG marcado, por ejemplo, proteina A o IgG antihumana, o receptor de
TSH de longitud completa marcado, o un epitopo del mismo) a una mezcla obtenida al poner en contacto (i) un
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se describi6 anteriormente, inmovilizado
en un soporte y (ii) una muestra de fluido corporal que est4 siendo examinada para detectar autoanticuerpos contra
un receptor de TSH.

Alternativamente, puede preferirse que un procedimiento de deteccion de autoanticuerpos contra un receptor de
TSH en la muestra de fluido corporal de acuerdo con la presente divulgacion, utilice los principios empleados en
ensayos competitivos conocidos. Por ejemplo, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacion puede
emplear al menos un competidor capaz de competir con autoanticuerpos contra un receptor de TSH en la
interaccion del mismo con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria.

Comunmente, un competidor como se emplea en un procedimiento de ensayo competitivo de acuerdo con la
presente divulgacién puede comprender uno 0 mas anticuerpos, que pueden ser naturales o parcial o totalmente
producidos sintéticamente. Un competidor como se emplea en la presente divulgacion puede comprender
alternativamente cualquier otra proteina (por ejemplo, TSH) que tenga un dominio o region de unién que sea capaz
de competir con autoanticuerpos contra un receptor de TSH en la interaccién del mismo con un polipéptido de
acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se describié anteriormente. Preferentemente, sin
embargo, un competidor como se emplea en la presente divulgacion comprende un anticuerpo monoclonal,
recombinante o policlonal (especialmente un anticuerpo monoclonal), capaz de competir con los autoanticuerpos
del receptor de TSH en la interaccidon del mismo con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion,
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria.

Comunmente, por lo tanto, un procedimiento de ensayo competitivo de acuerdo con la presente divulgacion puede
comprender ademas proporcionar al menos un competidor, tal como un anticuerpo monoclonal o policlonal, por lo
gue en la etapa (b) de un procedimiento como se describe en la presente memoria, un polipéptido de acuerdo con
la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria puede
interactuar con un competidor, tal como un anticuerpo monoclonal o policlonal, o autoanticuerpos contra un
receptor de TSH presente en dicha muestra.

Comunmente, la monitorizacién en un procedimiento de ensayo competitivo de acuerdo con la presente divulgacion
comprende comparar:

(i) interaccién de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié
anteriormente en la presente memoria y uno o mas competidores sustancialmente como se describié
anteriormente (cominmente un anticuerpo monoclonal o policlonal), en ausencia de dicha muestra de fluido
corporal que se esta analizando muestra de enfermedad), opcionalmente en presencia de una muestra de
fluido corporal de un sujeto normal, cominmente un sujeto que se sabe que no tiene enfermedad autoinmune
asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH; con
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(ii) interaccion de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describioé
anteriormente en la presente memoria y uno 0 mas competidores sustancialmente como se describid
anteriormente en la presente memoria (cominmente un anticuerpo monoclonal o policlonal), en presencia de
dicha muestra de fluido corporal que se esta analizando.

Comunmente, la comparacion implica observar una disminucién en la interaccién de un polipéptido de acuerdo con
la presente divulgacién sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria y el competidor
en (ii) en comparacion con (i) para proporcionar una indicacién de la presencia de autoanticuerpos a un receptor
de TSH en dicha muestra. Comunmente, la disminucién en la interaccion se puede observar al marcar directa o
indirectamente al competidor y al monitorizar cualquier cambio en la interaccion del competidor asi marcado con
un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria en ausencia y en presencia de una muestra del fluido corporal que se estd examinando para
detectar autoanticuerpos contra un receptor de TSH. Adecuadamente, un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria puede inmovilizarse para
facilitar la monitorizacion mencionada anteriormente.

Alternativamente, también se proporciona mediante la presente divulgacion un procedimiento de deteccion de
autoanticuerpos contra un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto (en particular
un ser humano) que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto;
(b) poner en contacto dicha muestra con:

@) un receptor de TSH de longitud completa (cominmente un receptor de TSH de longitud
completa obtenido de forma recombinante), y

(ii) al menos un competidor capaz de competir con autoanticuerpos contra un receptor de TSH en su
interaccion con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién, sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria, (adecuadamente en condiciones que permiten la
interaccion de un receptor de TSH con autoanticuerpos contra un receptor de TSH ), para permitir que
dicho receptor de TSH de longitud completa interacte con cualquiera de los autoanticuerpos contra un
receptor de TSH presente en dicha muestra, o dicho competidor; y

(c) monitorizar la interaccion de dicho receptor de TSH de longitud completa con dichos autoanticuerpos presentes
en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos contra
un receptor de TSH en dicha muestra.

El receptor de TSH de longitud completa puede ser cominmente de origen humano, porcino, bovino, canino, felino,
de ratén, rata u ovino y mas preferentemente un receptor de TSH de longitud completa obtenido de forma
recombinante. Un competidor para uso en tal ensayo comprende cominmente un anticuerpo monoclonal o
policlonal (preferentemente monoclonal) sustancialmente como se describid anteriormente en la presente
memoria. Adecuadamente, un marcador detectable que puede emplearse en un procedimiento de acuerdo con la
presente divulgacion puede seleccionarse del grupo que consiste en marcadores enzimaticos, marcadores
isotépicos, marcadores quimioluminiscentes, marcadores fluorescentes, colorantes y similares.

En el caso de que se emplee un marcador isotopico (tal como 23|, 1#C, 3H o 3S), el control puede comprender
medir la radioactividad dependiente de la unién de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. La radiactividad generalmente se mide
utilizando un contador gamma o un contador de centelleo liquido.

En el caso de un procedimiento de deteccion de linfocitos de acuerdo con la presente divulgacion, generalmente
se prefiere que los linfocitos se aislen inicialmente de una muestra de fluido corporal de un sujeto usando técnicas
bien conocidas por un experto en la técnica. seguido por el contacto con un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion para estimular la proliferacion de los linfocitos aislados. La monitorizacién del efecto de la interaccion
de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion y dichos linfocitos proliferantes, cominmente emplea
medios conocidos en la técnica para monitorizar tal proliferacion de linfocitos.

De acuerdo con una realizacion adicional particularmente preferida de la presente divulgacion, se proporciona un
kit para la deteccién de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una muestra
de fluido corporal obtenida de un sujeto (en particular un humano) que se sospecha que padece de, es susceptible
de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH,
comprendiendo dicho kit:
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(a) un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente
en la presente memoria;

(b) medios para poner en contacto (i) una muestra de fluido corporal obtenida de dicho sujeto, o (ii) linfocitos
aislados de una muestra de fluido corporal obtenida de dicho sujeto, con dicho polipéptido de acuerdo con la
presente divulgacion sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria
(adecuadamente bajo condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con autoanticuerpos o
linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH) para permitir que dicho polipéptido interactie con
autoanticuerpos, o linfocitos, producidos en respuesta a un receptor de TSH, y presentes en, o aislados de
dicha muestra; y

(c) medios para monitorizar el grado, o efecto, de la interaccion de dicho polipéptido con cualquiera de dichos
autoanticuerpos, o dichos linfocitos, producidos en respuesta a un receptor de TSH y presentes en, o aislados
de, dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia de dichos autoanticuerpos,
o linfocitos, en dicha muestra o aislados de dicha muestra.

Béasicamente como se describio anteriormente, un kit de acuerdo con la presente divulgacion es adecuado para la
deteccion de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido
corporal obtenida de un sujeto. Sin embargo, un kit de acuerdo con la presente divulgacion puede adaptarse
particularmente para su uso en la deteccién de autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH en
una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto sustancialmente como se describe més adelante con mayor
detalle.

En la presente divulgacion se proporciona en particular, por lo tanto, un kit para la detecciéon de autoanticuerpos
producidos en respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto (en
particular un ser humano) que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH, dicho kit comprende:

(a) un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente
en la presente memoria;

(b) medios para poner en contacto una muestra de fluido corporal obtenida de dicho sujeto con dicho
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con
autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH) con el fin de permitir que dicho polipéptido
interacte con autoanticuerpos producidos en respuesta a un receptor de TSH y presentes en dicha muestra;
y

(c) medios para monitorizar el grado de interaccion de dicho polipéptido con dichos autoanticuerpos
producidos en respuesta a un receptor de TSH y presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo
una indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos en dicha muestra.

Un kit de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender ademas comunmente medios de control, tales
como medios para proporcionar una muestra de fluido corporal de un sujeto normal, en otras palabras, un sujeto
que se sabe que no tiene una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un Receptor de TSH.

Un kit para la deteccidn de autoanticuerpos contra un receptor de TSH de acuerdo con la presente divulgacion
puede comprender medios para monitorizar directamente la interaccion de (i) autoanticuerpos contra un receptor
de TSH presente en la muestra de fluido corporal del sujeto y (ii) un polipéptido, como se proporciona en la presente
divulgacion, sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria, que comprende
comunmente medios de ensayo de tipo sdndwich no competitivos conocidos en la técnica.

Comunmente, en un kit de acuerdo con la presente divulgacion que comprende medios de ensayo no competitivos,
se proporcionan medios para monitorizar el grado de interaccion de (i) autoanticuerpos contra un receptor de TSH
presente en la muestra y (ii) un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria, y puede comprender medios de marcado proporcionados a un
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria, 0 a un ligando de autoanticuerpos a un receptor de TSH, cualquiera de los cuales permitiria la
monitorizacion de lo descrito anteriormente. Interaccién. Por ejemplo, un kit de acuerdo con la presente divulgacion
puede comprender medios para marcar directa o indirectamente un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria; medios para poner en
contacto el polipéptido marcado de este modo con una muestra de fluido corporal que esta siendo examinada para
detectar autoanticuerpos de un receptor de TSH a fin de proporcionar una mezcla de los mismos; un ligando para
autoanticuerpos contra un receptor de TSH (tal como un reactivo anti-IlgG) presente en la muestra de fluido
corporal; y medios para afadir el ligando a la mezcla para provocar la precipitacion de cualquier complejo de
polipéptidos marcados y autoanticuerpos del receptor de TSH presentes en la mezcla. Alternativamente, puede
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preferirse que un kit de acuerdo con la presente divulgacién comprenda ademas un ligando marcado para
autoanticuerpos del receptor de TSH (tal como un reactivo anti-lgG marcado, por ejemplo, proteina A o IgG
humana, o un receptor de TSH de longitud completa marcado o un epitopo del mismo) y medios para agregar el
ligando marcado a una mezcla obtenida poniendo en contacto (i) un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion sustancialmente como se describio anteriormente inmovilizado a un soporte y (ii) una muestra de fluido
corporal que se esta analizando para autoanticuerpos contra un receptor de TSH.

Alternativamente, puede preferirse que un kit para la deteccion de autoanticuerpos contra un receptor de TSH en
la muestra de fluido corporal de acuerdo con la presente divulgacion, comprenda medios competitivos conocidos
de ensayo. Por ejemplo, un kit de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender ademas al menos un
competidor capaz de competir con autoanticuerpos contra un receptor de TSH en la interaccién del mismo con un
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria.

Comunmente, un competidor como se emplea en un kit de ensayo competitivo de acuerdo con la presente
divulgacion puede comprender uno 0 mas anticuerpos, que pueden ser naturales o parcial o totalmente producidos
sintéticamente. Un competidor como se emplea en la presente divulgacion puede comprender alternativamente
cualquier otra proteina que tenga un dominio o region de union que sea capaz de competir con autoanticuerpos
contra un receptor de TSH en la interaccion del mismo con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion,
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. Preferentemente, sin embargo, un
competidor como se emplea en la presente divulgacion comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal
(especialmente un anticuerpo monoclonal), capaz de competir con los autoanticuerpos del receptor de TSH en la
interaccion del mismo con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria.

Comunmente, por lo tanto, un kit de ensayo competitivo de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender
ademas al menos un competidor, tal como un anticuerpo monoclonal o policlonal, por lo que un polipéptido de
acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria
puede interactuar con cualquiera de los competidores, como un anticuerpo monoclonal o policlonal, o
autoanticuerpos contra un receptor de TSH presente en una muestra de fluido corporal que esta siendo examinada.

Comunmente los medios de monitorizacion en un kit de ensayo competitivo de acuerdo con la presente divulgacion
comprenden medios para comparar:

(i) interaccién de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié
anteriormente en la presente memoria y uno 0 mas competidores sustancialmente como se describid
anteriormente (cominmente un anticuerpo monoclonal o policlonal), en ausencia de dicha muestra de fluido
corporal que se esta analizando (que es una muestra de enfermedad sospechosa), opcionalmente en
presencia de una muestra de fluido corporal de un sujeto normal, cominmente un sujeto que se sabe que no
tiene enfermedad autoinmune asociada con una reaccidn inmune a un receptor de TSH; con

(i) interaccién de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describio
anteriormente en la presente memoria y uno o mas competidores sustancialmente como se describié
anteriormente en la presente memoria (comdnmente un anticuerpo monoclonal o policlonal), en presencia de
dicha muestra de fluido corporal que se esta analizando.

Comunmente, la comparacién implica observar una disminucion en la interaccion de un polipéptido de acuerdo con
la presente divulgacion sustancialmente como se describi6é anteriormente en la presente memoria y el competidor
en (ii) en comparacion con (i) para proporcionar una indicacion de la presencia de autoanticuerpos a un Receptor
de TSH en dicha muestra. Cominmente, la disminucion en la interacciéon se puede observar al marcar directa o
indirectamente al competidor y al monitorizar cualquier cambio en la interaccién del competidor asi marcado con
un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria en ausencia y en presencia de una muestra del fluido corporal que se esta examinando para
detectar autoanticuerpos contra un receptor de TSH. Adecuadamente, un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria puede inmovilizarse para
facilitar la monitorizacion mencionada anteriormente.

Alternativamente, la presente divulgacion también proporciona un kit para la deteccién de autoanticuerpos contra
un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto (en particular un ser humano) que se
sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con
una reaccion inmune a un receptor de TSH, dicho kit comprende:

(a) un receptor de TSH de longitud completa (cominmente un receptor de TSH de longitud completa obtenido
de forma recombinante);
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(b) al menos un competidor capaz de competir con autoanticuerpos contra un receptor de TSH en la
interaccion del mismo con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria,

(c) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto, dicho receptor de TSH
de longitud completa y dicho competidor (adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un
receptor de TSH con autoanticuerpos contra un receptor de TSH), para permitir que dicho receptor de TSH
de longitud completa pueda interactuar con cualquiera de los autoanticuerpos contra un receptor de TSH
presente en dicha muestra, o dicho competidor; y

(d) medios para monitorizar la interaccion de dicho receptor de TSH de longitud completa con dichos
autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una indicacién de la presencia
de dichos autoanticuerpos contra un receptor de TSH en dicha muestra.

El receptor de TSH de longitud completa puede ser cominmente de origen humano, porcino, bovino, canino, felino,
de ratén, rata u ovino y mas preferentemente un receptor de TSH de longitud completa obtenido de forma
recombinante. Un competidor para uso en tal kit de ensayo comprende cominmente un anticuerpo monoclonal o
policlonal (preferentemente monoclonal) sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria.

Adecuadamente, un marcador detectable que puede emplearse en un kit de acuerdo con la presente divulgacion
puede seleccionarse del grupo que consiste en marcadores enzimaticos, marcadores isotépicos, marcadores
quimioluminiscentes, marcadores fluorescentes, colorantes y similares.

En el caso de que se emplee un marcador isotdpico (tal como 2%, 1C, 3H o 3S), los medios de monitorizacion
pueden comprender medios para medir la radioactividad dependiente de la union de un polipéptido de acuerdo con
la presente invencion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. La radiactividad
generalmente se mide utilizando un contador gamma o un contador de centelleo liquido.

En el caso de un kit para la deteccion de linfocitos de acuerdo con la presente divulgacion, generalmente se prefiere
que se proporcionen medios para aislar inicialmente linfocitos de una muestra de fluido corporal de un sujeto,
usando técnicas bien conocidas por un experto en la materia. en la técnica, y también se proporcionan medios
para poner en contacto un polipéptido de acuerdo con la presente invencion con dichos linfocitos aislados para
estimular la proliferacion de los dltimos por los primeros. Los medios (también conocidos por un experto en la
técnica) para monitorizar el efecto de la interaccion de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion y
dichos linfocitos proliferantes, también se proporcionan en un kit de este tipo de acuerdo con la presente
divulgacion.

A partir de la descripcidn anterior, se apreciara que la presente divulgacion proporciona procedimientos de ensayo
y kits para detectar autoanticuerpos (en particular) o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en
una muestra de fluido corporal sustancialmente como se describié anteriormente. La deteccion de dichos
autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en la muestra de fluido corporal (o al
menos el nivel de dichos autoanticuerpos y/o linfocitos en la muestra) es indicativa de la presencia de enfermedad
autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH en el sujeto del cual se obtuvo la muestra y,
por lo tanto, puede permitir el diagndstico de la posible aparicion o presencia de enfermedad autoinmune asociada
con una reaccion inmune a un receptor de TSH.

Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para diagnosticar la posible aparicién
o presencia de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH en un sujeto
(en particular un ser humano) que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, el procedimiento comprende la
deteccion de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido
corporal del sujeto sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria, y por lo tanto Los
autoanticuerpos y/o linfocitos detectados pueden proporcionar un diagndstico de la posible aparicion o presencia
de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un receptor de TSH en el sujeto.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para retrasar o prevenir la aparicion de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH en un sujeto animal (en particular
un sujeto humano) que se sospecha que padece de, es susceptible de o se recupera de una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, cuyo procedimiento comprende detectar
inicialmente autoanticuerpos o linfocitos indicativos del inicio o la presencia de una enfermedad autoinmune
asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de sujeto
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria, proporcionando de este modo un
diagnostico de la posible aparicion de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un
receptor de TSH en el sujeto, y posteriormente, tratar terapéuticamente al sujeto para retrasar la aparicién y/o
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prevenir la enfermedad autoinmune asociada con Una reaccién inmune a un receptor de TSH.

Un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacién sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria es particularmente adecuado para uso en el tratamiento terapéutico de una enfermedad
autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH. Por ejemplo, la tolerancia puede lograrse
administrando un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describiod
anteriormente en la presente memoria a un sujeto (en particular un sujeto humano) que se sospecha que padece
de, es susceptible de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a
Un receptor de TSH.

Por lo tanto, la presente divulgacién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un
polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable para el mismo, en
el que el polipéptido puede interactuar con autoanticuerpos y/o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de
TSH.

La presente invencion proporciona ademas un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente
como se describié anteriormente en la presente memoria para su uso en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Graves.

Las composiciones o medicamentos de acuerdo con la presente divulgacion deben contener una cantidad
terapéutica o profilactica de al menos un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéutico puede ser cualquier sustancia compatible, no téxica,
adecuada para la administracion de los polipéptidos al paciente. Como vehiculos, se puede usar agua estéril,
alcohol, grasas, ceras y solidos inertes. Los adyuvantes farmacéuticamente aceptables, agentes tamponantes,
agentes dispersantes y similares, también pueden incorporarse en las composiciones farmacéuticas. Dichas
composiciones pueden contener un Unico polipéptido o pueden contener dos o mas polipéptidos de acuerdo con
la presente divulgacion.

Puede ser deseable acoplar un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion a inmunoglobulinas, por
ejemplo, 1gG, o a las células linfoides del paciente que esta siendo tratado para promover la tolerancia. Dicho
enfoque se describe en Bradley-Mullen, "Activation of Distinct Subsets of T Suppressor Cells with Type I
Pneutnococcal Polysaccharide Coupled to Syngeneic Spleen Cells (Activacion de subconjuntos distintos de células
supresoras T con polisacarido pneutnocécico tipo Il acoplado a células singénicas del bazo)", en:
IMMUNOLOGICAL TOLERANCE TO SELF AND NON-SELF, Buittisto et al, eds., Annals N.Y. Acad. Sci. Vol. 392,
pp 156-166, 1982. Alternativamente, los polipéptidos pueden modificarse para mantener o mejorar la unién al MHC
mientras se reduce o elimina la unién al receptor de células T asociado. De este modo, los polipéptidos modificados
pueden competir con un receptor de TSH natural para inhibir la activacién de las células T auxiliares y, por lo tanto,
inhibir la respuesta inmune. En todos los casos, se debe tener cuidado de que la administracion de las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién mejore, pero no potencie la respuesta autoinmune.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente divulgacion son Utiles para la administracion
parenteral. Preferentemente, las composiciones se administraran por via parenteral, es decir, por via subcutanea,
intramuscular o intravenosa. Por lo tanto, la descripcion proporciona composiciones para administracion parenteral
a un paciente, en donde las composiciones comprenden una solucién o dispersién de los polipéptidos en un
vehiculo aceptable, como se describié anteriormente. La concentracion de los polipéptidos en la composicién
farmacéutica puede variar ampliamente, es decir, desde menos de aproximadamente el 0,1% en peso, siendo
generalmente de al menos aproximadamente el 1% en peso hasta tanto como el 20% en peso o mas. Las
composiciones farmacéuticas tipicas para inyeccion intramuscular se componen al contener, por ejemplo, 1 ml de
agua tamponada estéril y de 1 a 100 ug de un polipéptido purificado de la presente invencién. Una composicion
tipica para infusion intravenosa podria componerse al contener de 100 a 500 ml de solucion de Ringer estéril y de
100 a 500 mg de un polipéptido purificado de la presente divulgacion. Los procedimientos reales para preparar
composiciones administrables por via parenteral son bien conocidos en la técnica y se describen con mas detalle
en diversas fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, 152 edicion, Mack Publishing
Company, Easton, Pa. (1980).

Ademas de usar un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion directamente en composiciones
farmacéuticas, también es posible usar un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion para mejorar la
tolerancia a un receptor de TSH en un sujeto que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o se
recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, empleando
los siguientes principios. Mas particularmente, los linfocitos de sangre periférica pueden recogerse del sujeto de
una manera convencional y estimularse mediante la exposicion a un polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion, como se definié anteriormente. Cominmente, estaran presentes otros mitdgenos y potenciadores del
crecimiento, por ejemplo, fitohemaglutinina, interleucina 2 y similares. Las células T auxiliares en proliferacion
pueden aislarse y clonarse, también bajo la estimulacién de un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion.
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Los clones que contintan proliferando se pueden usar luego para preparar composiciones terapéuticas para el
sujeto. Las células T clonadas pueden estar atenuadas, por ejemlo, por exposicién a radiacién y administrado al
sujeto para inducir tolerancia. Alternativamente, el receptor de células T o porciones del mismo pueden aislarse
mediante procedimientos convencionales de purificacién de proteinas de las células T clonadas y administrarse al
individuo. Dichos procedimientos de inmunoterapia se describen generalmente en Sinha et al. (1990) Science
248:1380-1388.

En algunos casos, después de que una célula T auxiliar se haya clonado como se describi6é anteriormente, puede
ser posible desarrollar péptidos terapéuticos a partir del receptor de células T, en el que los péptidos serian
beneficiosos para tratar a una poblacién de pacientes que se sospecha que padece de, es susceptible de, tiene o
se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH. En tales
casos, el gen del receptor de células T puede aislarse y clonarse mediante técnicas convencionales y péptidos
basados en el receptor producido por técnicas recombinantes como se describié anteriormente. Los péptidos
producidos de forma recombinante pueden incorporarse luego en composiciones farmacéuticas como se describio
anteriormente.

También se proporciona mediante la presente divulgacion un procedimiento de clonacién de linfocitos producidos
en respuesta a un receptor de TSH, cuyo procedimiento comprende:

proporcionar una fuente de linfocitos;

poner en contacto los linfocitos con un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente
como se describié anteriormente en la presente memoria, para efectuar la proliferacion de dichos linfocitos;

y

aislar y clonar los linfocitos proliferantes.

La presente divulgacion también proporciona el uso de linfocitos clonados preparados como se indicé
anteriormente, en el tratamiento terapéutico de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a
un receptor de TSH. Se proporciona, por lo tanto, una composicién farmacéutica que comprende linfocitos clonados
preparados como anteriormente, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable para
los mismos y el uso de dichos linfocitos clonados en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH, en particular la enfermedad de
Graves.

También se proporciona mediante la presente divulgacion uno o mas agentes terapéuticos identificados como que
proporcionan un efecto terapéutico mediante la interaccion con aminoécidos que comprenden parte o la totalidad
de la conformacién primaria de aminoacidos de uno o mas epitopos de un receptor de TSH sustancialmente como
se describi6é anteriormente en la presente memoria, y la presente divulgacidon proporciona ademas uno o mas
agentes terapéuticos para su uso en la interaccion terapéutica con aminoacidos que comprenden parte o la
totalidad de la conformacion primaria de aminoacidos de uno o mas epitopos de un receptor de TSH
sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria y, como tal, para uso en el tratamiento
terapéutico de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH.

Por lo tanto, la presente divulgacién proporciona ademas un procedimiento para tratar una enfermedad autoinmune
asociada con una reaccion inmune a un receptor de TSH en un sujeto, comprendiendo dicho procedimiento
inicialmente la deteccion de autoanticuerpos o linfocitos producidos en respuesta a un receptor de TSH en una
muestra de fluido corporal obtenida del sujeto sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria, proporcionando de este modo un diagndstico de enfermedad autoinmune en el sujeto, y administrando
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico eficaz en el tratamiento de tal
enfermedad autoinmune, tal como como un polipéptido de acuerdo con la presente divulgacion sustancialmente
como se describio anteriormente en la presente memoria.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad autoinmune asociada
con una reaccién inmune a un receptor de TSH en un sujeto (en particular un sujeto humano), comprendiendo
dicho procedimiento administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico
identificado como que proporciona un efecto terapéutico mediante la interaccién con aminoacidos que comprenden
parte o la totalidad de la conformacién primaria de los aminoacidos de uno o mas epitopos de un receptor de TSH
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria

La cantidad de agente terapéutico administrado dependera del estado de la enfermedad autoinmune especifica
que se esté tratando, posiblemente de la edad del paciente y, en Ultima instancia, sera a discrecién de un médico
tratante.

La presente divulgacion ademdas proporciona, en combinacion, un kit sustancialmente como se describid
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anteriormente en la presente memoria, junto con una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente
terapéutico eficaz en el tratamiento de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccién inmune a un
receptor de TSH sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria.

Como se describié anteriormente en la presente memoria, la muestra de fluido corporal que se esta analizando
mediante la presente divulgacion cominmente comprenderda muestras de sangre u otras fracciones de sangre de
fluido, como en particular muestras de suero o muestras de plasma, pero la muestra puede en principio ser otro
fluido biolégico, tal como saliva u orina o extractos de tejido solubilizados, o se pueden obtener mediante biopsia
con aguja.

La presente divulgacion proporciona ademas un ligando para un receptor de TSH, tal como un anticuerpo para un
receptor de TSH, o un fragmento de un anticuerpo para un receptor de TSH, cuyo ligando puede interactuar con
uno o mas epitopos a un receptor de TSH sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria, en particular los aminoacidos nimeros 277 a 296 de un receptor de TSH. Adecuadamente, los
anticuerpos proporcionados por la presente divulgacion pueden ser monoclonales (preferidos), recombinantes o
policlonales. Comunmente, un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal, como se proporciona en la presente
divulgacion, esté en forma sustancialmente purificada.

Mas especificamente, un anticuerpo monoclonal como se proporciona en la presente divulgacion puede
comprender cualquiera de los anticuerpos monoclonales 3C7, 2B4, 8E2, 18C5, 4D7, 16E5, 17D2, 3B3 y 14D3 o
fragmentos activos de los mismos, como se describe en los Ejemplos y como se ilustra mas adelante por las
Figuras adjuntas. Los anticuerpos como 2B4, 8E2, 18C5, 4D7, 16E5, 17D2, 3B3 y 14D3, o fragmentos activos de
los mismos, como se describe en los Ejemplos, tienen preferentemente una alta afinidad por un receptor de TSH,
tal como al menos aproximadamente 108 molar?. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona ademas un
anticuerpo monoclonal que tiene una afinidad de al menos aproximadamente 10 molar?! por uno o mas epitopos
de un receptor de TSH y cuyo epitopo es proporcionado por una cualquiera de las siguientes secuencias de
aminoacidos de un receptor de TSH:

los amino&cidos 22 a 91 de un receptor de TSH; o
los amino&cidos 246 a 260 de un receptor de TSH;

0 mas particularmente, consisten esencialmente en una de las siguientes secuencias de aminoacidos de un
receptor de TSH:

los aminoé&cidos 36 a 42 de un receptor de TSH; o
los aminoé&cidos 247 a 260 de un receptor de TSH.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo monoclonal que tiene una afinidad de al menos
aproximadamente 108 molar! para uno o mas epitopos de un receptor de TSH y cuyo epitopo es proporcionado
por una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos de un receptor de TSH:

los aminoé&cidos 32 a 41 de un receptor de TSH; o
los aminoé&cidos 277 a 296 de un receptor de TSH.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida de la presente divulgacién, se proporciona un ligando
para un receptor de TSH, cuyo ligando es capaz de unirse a un receptor de TSH para estimular el receptor de TSH,
cuyo ligando no comprende TSH o ni autoanticuerpos producidos naturalmente contra el receptor de TSH.

Preferentemente, el ligando comprende un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal o recombinante
(preferentemente monoclonal), capaz de unirse a un receptor de TSH para estimular el receptor de TSH. Los
ejemplos de anticuerpos monoclonales descritos en la presente memoria descriptiva que estimulan un receptor de
TSH de este modo incluyen 4D7, 16E5, 17D2 y 14D3.

En un caso preferido, la presente divulgacién proporciona un ligando para un receptor de TSH, cuyo ligando es
capaz de unirse al receptor de TSH para estimular el receptor de TSH y que comprende:

un dominio Vx de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

Los dominios Vi como se muestra en cualquiera de las Figuras 10, 14, 18, 22, 42, 46 o 50, un dominio Vx
que comprende una o0 mas CDR de Vx con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de
VH como se muestra en la Figura 10, un dominio Vu que comprende una o mas CDR de Vx con una secuencia
de aminoécidos correspondiente a una CDR de VH como se muestra en la Figura 14, un dominio Vu que
comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de Vn
como se muestra en la Figura 18, un dominio V1 que comprende una o mas CDR de Vx con una secuencia
de aminoacidos correspondiente a una CDR de Vv como se muestra en la Figura 22, un dominio Vu que
comprende una 0 mas CDR de Vu con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de Vx
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como se muestra en la Figura 42, un dominio V1 que comprende una o mas CDR de Vx con una secuencia
de amino&cidos correspondiente a una CDR de Vx como se muestra en la Figura 46, y un dominio V4 que
comprende una 0 mas CDR de Vu con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de Vx
como se muestra en la Figura 50; y/o

un dominio V. de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en:

Los dominios VL como se muestra en cualquiera de las Figuras 12, 16, 20, 24, 44, 48 0 52, un dominio VL que
comprende una o mas CDR de VL con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL
como se muestra en la Figura 12, un VL dominio que comprende una o mas CDR de VL con una secuencia
de aminoécidos correspondiente a una CDR de VL como se muestra en la Figura 16, un dominio VL que
comprende una 0 mas CDR de V. con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL
como se muestra en la Figura 20, un dominio VL que comprende una 0 mas CDR de VL con una secuencia
de aminoécidos correspondiente a una CDR de VL como se muestra en la Figura 24, un dominio VL que
comprende una o mas CDR de VL con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL
como se muestra en la Figura 44, un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con una secuencia
de amino4cidos correspondiente a una CDR de VL. como se muestra en la Figura 48, y un dominio VL que
comprende una o mas CDR de V. con una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL
como se muestra en la Figura 52.

Se puede preferir de acuerdo con la presente divulgacion que un ligando sustancialmente como se describio
anteriormente en la presente memoria comprende un dominio Vx de anticuerpo sustancialmente como se describi6
anteriormente en la presente memoria emparejado con un dominio VL de anticuerpo sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende
tanto Vu como V. los dominios para un receptor de TSH, aunque como se describe adicionalmente, un dominio Vx
de anticuerpo, o un dominio VL de anticuerpo, se pueden usar independientemente para unir un receptor de TSH.
Se apreciard, por lo tanto, que un ligando sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria
puede comprender un dominio Vu de anticuerpo sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria en ausencia de un dominio VL de anticuerpo. También se apreciara, por lo tanto, que un ligando
sustancialmente como se describi6é anteriormente en la presente memoria puede comprender un dominio VL de
anticuerpo sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria en ausencia de un dominio
Vu de anticuerpo. Alternativamente, un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria puede comprender un dominio Vu de anticuerpo emparejado con un dominio VL de anticuerpo
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria para proporcionar un sitio de union de
anticuerpo que comprende los dominios Vu y Vi para un receptor de TSH.

Las realizaciones preferidas de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir un ligando sustancialmente
como se describié anteriormente en la presente memoria que comprende un dominio Vx de anticuerpo como se
muestra en la Figura 10 emparejado con un dominio VL de anticuerpo como se muestra en la Figura 12 para
proporcionar un sitio de unién de anticuerpo, que comprende ambos de estos dominios Vx y VL para un receptor
de TSH; o un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria que comprende
un dominio Vy de anticuerpo como se muestra en la Figura 14 emparejado con un dominio V. de anticuerpo como
se muestra en la Figura 16 para proporcionar un sitio de union de anticuerpo, que comprende ambos de estos
dominios Vu y VL para un receptor de TSH; o un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria que comprende un dominio V4 de anticuerpo como se muestra en la Figura 18 emparejado con
un dominio VL de anticuerpo como se muestra en la Figura 20 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo
que comprende ambos de estos dominios V1 y VL para un receptor de TSH; o un ligando sustancialmente como
se describié anteriormente en la presente memoria que comprende un dominio Vy de anticuerpo como se muestra
en la Figura 22 emparejado con un dominio VL de anticuerpo como se muestra en la Figura 24 para proporcionar
un sitio de unién de anticuerpo que comprende ambos dominios Vi y VL para un receptor de TSH; o un ligando
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria que comprende un dominio Vu de
anticuerpo como se muestra en la Figura 42 emparejado con un dominio V. de anticuerpo como se muestra en la
Figura 44 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende los dominios Vi y VL para un receptor
de TSH, o un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria que comprende
un dominio VH de anticuerpo como se muestra en la Figura 46 emparejado con un dominio Vi de anticuerpo como
se muestra en la Figura 48 para proporcionar un sitio de union de anticuerpo que comprende ambos dominios Vx
y VL para un receptor de TSH, o un ligando sustancialmente como se describidé anteriormente en la presente
memoria que comprende un dominio Vu de anticuerpo como se muestra en la Figura 50 junto con un dominio V.
de anticuerpo como se muestra en la Figura 52 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende
ambos dominios Vu y Vi para un receptor de TSH.

Ademas, se prevé de acuerdo con la presente divulgacién que los dominios Vx sustancialmente como se describen
anteriormente en la presente memoria pueden emparejarse con dominios Vo distintos de los descritos
especificamente en la presente memoria. También se contempla adicionalmente de acuerdo con la presente
divulgacion que los dominios VL sustancialmente como se describieron anteriormente en la presente memoria
pueden emparejarse con dominios Vn distintos de los descritos especificamente en la presente memoria.
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De acuerdo con una realizacion alternativa de la presente divulgacion, se proporciona un ligando sustancialmente
como se describié anteriormente en la presente memoria para un receptor de TSH, cuyo ligando es capaz de unirse
al receptor de TSH para estimular el receptor de TSH y que puede comprender:

un dominio Vx de anticuerpo que comprende:

un dominio Vx que comprende una o mas CDR de Vh con una secuencia de aminoacidos correspondiente a
una CDR de Vx como se muestra en la Figura 10, o un dominio Vx que comprende una o mas CDR de Vu
con una secuencia de aminoéacidos correspondiente a una CDR de V4 como se muestra en la Figura 14, o
un dominio Vx que comprende una o mas CDR de VH con una secuencia de aminoacidos correspondiente a
una CDR de Vx como se muestra en la Figura 18, o un dominio V1 que comprende una o mas CDR de VH
con una secuencia de aminoéacidos correspondiente a una CDR de Vx como se muestra en la Figura 22, o
un dominio Vu que comprende una o mas CDR de Vu con una secuencia de aminoacidos correspondiente a
una CDR de Vi como se muestra en la Figura 42, o un dominio V1 que comprende una o mas CDR de Vx
con una secuencia de aminoécidos correspondiente a una CDR de V4 como se muestra en la Figura 46, o
un dominio Vu que comprende una o mas CDR de Vi con una secuencia de aminoécidos correspondiente a
una CDR de Vx como se muestra en la Figura 50; y/o

un dominio VL de anticuerpo que comprende:

un dominio Vi que comprende una 0 mas CDR de VL con una secuencia de aminoacidos correspondiente a
una CDR de VL como se muestra en la Figura 12, o un dominio VL que comprende una o mas CDR de VL con
una secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL como se muestra en la Figura 16, o un
dominio V. que comprende una o mas CDR de V. con una secuencia de aminoécidos correspondiente a una
CDR de VL como se muestra en la Figura 20, o un dominio VL que comprende una 0 mas CDR de VL con una
secuencia de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL como se muestra en La Figura 24, o un dominio
VL que comprende una o mas CDR de VL. con una secuencia de amino4cidos correspondiente a una CDR de
VL como se muestra en la Figura 44, o un dominio V. que comprende una o mas CDR de V. con una secuencia
de aminoacidos correspondiente a una CDR de VL como se muestra en la Figura 48, o un dominio VL que
comprende una o0 mas CDR de VL con una secuencia de aminodcidos correspondiente a una CDR de V.
como se muestra en la Figura 52.

Una o mas de las CDR mencionadas anteriormente pueden tomarse de los dominios Vu y VL descritos
anteriormente en la presente memoria e incorporarse en un marco adecuado. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de una o mas CDR sustancialmente como se describio anteriormente en la presente memoria puede
incorporarse en regiones marco de anticuerpos que difieren de aquellos especificamente descritos en la presente
memoria; de este modo, dichos anticuerpos incorporan la una o mas CDR y son capaces de unirse al receptor de
TSH, preferentemente para estimular el receptor de TSH sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria. Alternativamente, un ligando de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un
polipéptido capaz de unirse al receptor de TSH para estimular el receptor de TSH sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria descriptiva y que comprende la conformacion estructural primaria
de aminoacidos representada por una o0 mas CDR como descritas especificamente en la presente memoria,
opcionalmente junto con otros aminoacidos, que aminoacidos adicionales pueden aumentar la afinidad de unién
de una o mas CDR como se describe en la presente memoria para un receptor de TSH o pueden no tener
sustancialmente ningun papel en afectar las propiedades de unién del polipéptido para un receptor de TSH.

Preferentemente, un ligando de acuerdo con la presente divulgacién incluye un anticuerpo. El término "anticuerpo”,
como se usa en la presente memoria descriptiva, describe una inmunoglobulina ya sea natural o parcial o
totalmente producida sintéticamente. El término también cubre cualquier polipéptido que tenga un dominio de unién
gue sea, 0 sea sustancialmente homélogo a, un dominio de unién a anticuerpo. Ejemplos de anticuerpos son los
isotipos de inmunoglobulina y sus subclases y fragmentos isotipicos que comprenden un dominio de unién a
antigeno tal como Fab, scFv o similares.

En particular, los fragmentos de anticuerpos especificamente como se describen en la presente memoria
descriptiva forman un aspecto importante de la presente divulgacion. De este modo, cuando un ligando de acuerdo
con la presente invencion comprende un anticuerpo sustancialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria, el anticuerpo puede comprender cualquiera de los siguientes fragmentos: (i) el fragmento Fab
gue consiste en los dominios Vi, Vu, CLy Cul; (ii) el fragmento Fd que consiste en los dominios Vu y Cul,; (iii) el
fragmento Fv que consiste en los dominios VL y Vu; (iv) el fragmento dAb que consiste en un dominio Vu; (V)
regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
enlazados; y (vii) moléculas Fv de cadena Unica (scFv), en las que un dominio V4 y un dominio Vi estan unidos
por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién a antigeno.

Alternativamente, en el caso de que un ligando de acuerdo con la presente divulgaciéon comprenda un anticuerpo,

el anticuerpo puede comprender un anticuerpo completo, por lo que el anticuerpo incluye regiones variables y
constantes, cuyas regiones variable y constante pueden ilustrarse adicionalmente para los anticuerpos
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proporcionado por la presente invencion en referencia a cualquiera de las Figuras 9 a 24, 0 41 a 52.

La presente divulgacion también abarca variantes, analogos y derivados de los ligandos especificos, anticuerpos,
dominios Vu, dominios Vi, CDR y polipéptidos descritos en la presente memoria descriptiva, cuyas variantes,
analogos y derivados conservan la capacidad de unirse al receptor de TSH, por lo que para estimular el receptor
de TSH sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. Los términos variantes,
analogos y derivados se describen sustancialmente en la presente memoria con mayor detalle con respecto a los
polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacion y lo que se entiende por estos términos como se describio
anteriormente en la presente memoria se aplica también a variantes, analogos y derivados de los ligandos
especificos de acuerdo con la presente divulgacion.

La presente divulgacion también proporciona un ligando adicional capaz de unirse al receptor de TSH para
estimular el receptor de TSH sustancialmente como se describié anteriormente, y dicho ligando adicional puede
competir por la union al receptor de TSH con cualquier ligando especifico divulgado en la presente memoria
descriptiva, cuyo ligando adicional no comprende TSH o autoanticuerpos contra un receptor de TSH. En particular,
este ligando adicional puede comprender un anticuerpo adicional que tiene un sitio de union para una region
epitopo de un receptor de TSH adecuadamente como se describi6 anteriormente en la presente memoria, que es
un anticuerpo adicional capaz de unirse al receptor de TSH para estimular el receptor de TSH sustancialmente
como se describié anteriormente. y puede competir por la union al receptor de TSH con cualquier ligando especifico
divulgado en la presente memoria.

También se proporciona mediante la presente divulgacién un polinucleétido que comprende:

(i) una secuencia de nucle6tidos como se muestra en cualquiera de las Figuras 25 a 40, 0 53 a 64; o partes
de tales secuencias como se muestra en las Figuras 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 54, 56, 58, 60, 62 o 64,
que codifican una secuencia de aminoécidos de un dominio V4 de anticuerpo, un el dominio V. del anticuerpo
0 CDR como se muestra en cualquiera de las Figuras 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 42, 44, 46, 48, 50 0 52;

(i) una secuencia de nucleétidos que codifica un ligando sustancialmente como se describié anteriormente
en la presente memoria, o que codifica una secuencia de aminoécidos de un dominio Vx de anticuerpo, un
dominio VL de anticuerpo o una CDR de un ligando sustancialmente como se describié anteriormente;

(iii) una secuencia de nucleétidos que codifica un ligando que tiene una conformacién estructural primaria de
aminoacidos como se muestra en cualquiera de las Figuras 9 a 24 0 41 a 52, o que codifica una secuencia
de aminoacidos de un dominio Vu de anticuerpo, un dominio VL de anticuerpo o CDR como se muestra en
cualquiera de las Figuras 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 42, 44, 46, 48, 50 0 52;

(iv) una secuencia de nucleétidos que difiere de cualquier secuencia de (i) en la secuencia de codones debido
a la degeneracion del cédigo genético;

(v) una secuencia de nucleotidos que comprende una variacion alélica de cualquier secuencia de (i);

(vi) una secuencia de nucledtidos que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de (i), (i),
(iii), (iv) o (v), y en particular una secuencia de nucledtidos que comprende un fragmento de cualquiera de las
secuencias de (i), (i), (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 ligando
sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria;

(vii) una secuencia de nucleétidos que difiere de cualquier secuencia de (i) debido a la mutacion, delecion o
sustitucion de una base de nucleétidos y que codifica un ligando sustancialmente como se describio
anteriormente en la presente memoria, o que codifica una secuencia de aminoacidos de un dominio Vx de
anticuerpo, un dominio V. de anticuerpo o una CDR de un ligando sustancialmente como se describio
anteriormente.

Los polinucledtidos variantes de acuerdo con la presente divulgacion son adecuadamente al menos un 70%
idénticos en toda su longitud a cualquier secuencia de polinucleétidos de (i), los mas preferidos son polinucleétidos
gue comprenden una regién que es al menos un 80% idéntica en toda su longitud a cualquier secuencia de
polinucleétidos de (i), son particularmente preferidos los polinucledtidos al menos el 90% idénticos en toda su
longitud a cualquier secuencia de polinucleétidos de (i), y entre estos polinucleétidos particularmente preferidos,
aquellos con al menos el 95% de identidad son especialmente preferidos. Lo que se entiende por variantes de
secuencias polinucleotidicas especificas descritas en la presente memoria descriptiva se describe en la presente
con mayor detalle.

La presente divulgacion proporciona ademas un sistema de vector biolégicamente funcional que lleva un
polinucleétido sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria y que es capaz de
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introducir el polinucleétido en el genoma de un organismo huésped.

La presente divulgacién también se refiere a células huésped que se transforman con polinucleétidos de la
invencion y a la produccion de ligandos de la divulgacion mediante técnicas recombinantes. Las células huésped
pueden ser modificadas genéticamente para incorporar polinucleétidos y expresar ligandos de la presente
divulgacion.

Un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria puede tener aplicaciones
diagnosticas y terapéuticas, y puede interactuar o unirse de manera ventajosa con una o mas regiones epitopo de
un receptor de TSH sustancialmente como se describié anteriormente.

Por consiguiente, un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria puede
emplearse en procedimientos de deteccion para detectar autoanticuerpos sustancialmente como se describié
anteriormente en la presente memoria y también en procedimientos de diagnostico sustancialmente como se
describi6é anteriormente en la presente memoria. De este modo, los ligandos de acuerdo con la presente invencion
pueden emplearse en lugar de los competidores descritos hasta ahora para su uso en procedimientos de deteccion
para detectar autoanticuerpos sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria y también
en procedimientos de diagnoéstico sustancialmente como se describid anteriormente. De manera similar, los
ligandos de acuerdo con la presente divulgacion pueden emplearse en lugar de los competidores descritos hasta
ahora para su uso en kits para uso en la deteccion de autoanticuerpos sustancialmente como se describid
anteriormente.

La presente divulgacién también proporciona un procedimiento de deteccién de autoanticuerpos contra un receptor
de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto que se sospecha que padece de, es susceptible
de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion inmune a un receptor de 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 TSH de longitud completa, uno o mas epitopos del mismo o un polipéptido que
comprende uno o mas epitopos de un receptor de TSH, y

(ii) uno o0 mas ligandos sustancialmente como se describid anteriormente en la presente memoria

(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccién de un receptor de TSH con autoanticuerpos
producidos en respuesta a un receptor de TSH) para permitir que dicho receptor de TSH, dichos uno o mas
epitopos del mismo o dichos polipéptidos, puedan interactuar con cualquiera de los autoanticuerpos contra
un receptor de TSH presente en dicha muestra, o dichos uno o mas ligandos; y

(c) monitorizar la interaccion de dicho receptor de TSH, dichos uno o mas epitopos del mismo o dicho

polipéptido, con dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una

indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos contra un receptor de TSH en dicha muestra.
Preferentemente, un procedimiento de acuerdo con la presente divulgacién como se menciond anteriormente,
comprende ademas proporcionar medios de marcado para dichos uno o més ligandos, medios de marcado
adecuados son sustancialmente como se describi6 anteriormente en la presente memoria.
La presente divulgacion también proporciona un procedimiento de deteccion de autoanticuerpos producidos en
respuesta a un receptor de TSH en una muestra de fluido corporal obtenida de un sujeto del que se sospecha que
padece de, es susceptible de, tiene o se recupera de una enfermedad autoinmune asociada con una reaccion
inmune. a un receptor de 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 TSH de longitud completa, uno 0 mas epitopos del mismo o un polipéptido que
comprende uno o mas epitopos de un receptor de TSH, y

(ii) uno 0 mas miembros de unién para un receptor de TSH;

(adecuadamente en condiciones que permitan la interaccién de un receptor de TSH con autoanticuerpos
producidos en respuesta a un receptor de TSH) para permitir que dicho receptor de TSH, dichos uno o mas
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epitopos del mismo o dichos polipéptidos, puedan interactuar con cualquiera de los autoanticuerpos contra
un receptor de TSH presente en dicha muestra, o dichos uno o0 mas miembros de union; y

(c) monitorizar la interaccién de dicho receptor de TSH, dichos uno o mas epitopos del mismo o dicho
polipéptido, con dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una
indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos contra un receptor de TSH en dicha muestra;

en el que dichos uno 0 mas miembros de unién se inmovilizan directa o indirectamente a una superficie antes o
después del paso (b).

Comunmente, dichos uno o0 mas miembros de unién comprenden uno o mas ligandos de acuerdo con la presente
divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. Adecuadamente, se
proporcionan medios de marcado para el receptor de TSH, uno o mas epitopos del mismo o el polipéptido.

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

(a) un receptor de TSH de longitud completa, uno 0 més epitopos del mismo o un polipéptido que comprende
uno o0 mas epitopos de un receptor de TSH;

(b) uno o0 més ligandos sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria;

(c) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto, dicho receptor de TSH,
dichos uno o més epitopos del mismo o dicho polipéptido, y dichos uno o mas ligandos, (adecuadamente en
condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con autoanticuerpos producidos en respuesta
a un receptor de TSH) para permitir que dicho receptor de TSH, dichos uno o més epitopos del mismo o dicho
polipéptido, interactien con cualquiera de los autoanticuerpos contra un receptor de TSH presente en dicha
muestra, o dichos uno o mas ligandos; y

(d) medios para monitorizar la interaccion de dicho receptor de TSH, dichos uno o méas epitopos del mismo o
dicho polipéptido, con dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una
indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos contra un receptor de TSH en dicha muestra.

De manera adecuada, un kit como el mencionado anteriormente comprende ademés medios de marcado para
dichos uno o mas ligandos, siendo los medios de marcado adecuados sustancialmente como se describid
anteriormente en la presente memoria.

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

(a) un receptor de TSH de longitud completa, uno 0 mas epitopos del mismo o un polipéptido que comprende
uno 0 mas epitopos de un receptor de TSH;

(b) uno o mas miembros de unién para un receptor de TSH;

(c) medios para poner en contacto dicha muestra de fluido corporal de dicho sujeto, dicho receptor de TSH,
dichos uno o mas epitopos del mismo o dicho polipéptido, y dichos uno o mas miembros de union,
(adecuadamente en condiciones que permiten la interaccion de un receptor de TSH con autoanticuerpos
producidos en respuesta a un receptor de TSH) para permitir que dicho receptor de TSH, dichos uno o méas
epitopos del mismo o dicho polipéptido, interactien con cualquiera de los autoanticuerpos contra un receptor
de TSH presente en dicha muestra, o dichos uno o0 mas miembros de unién;

(d) medios para inmovilizar directa o indirectamente dichos uno o mas miembros a una superficie, antes o
después de poner en contacto dichos uno 0 mas miembros de unién con dicha muestra de fluido corporal de
dicho sujeto y dicho receptor de TSH, dichos uno o mas epitopos del mismo o dicho polipéptido; y
(e) medios para monitorizar la interaccion de dicho receptor de TSH, dichos uno 0 méas epitopos del mismo o
dicho polipéptido, con dichos autoanticuerpos presentes en dicha muestra, proporcionando de este modo una
indicacion de la presencia de dichos autoanticuerpos contra un receptor de TSH en dicha muestra.

Comunmente, dichos uno o0 mas miembros de unién comprenden uno o mas ligandos de acuerdo con la presente
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divulgacion sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria. Adecuadamente, se
proporcionan medios de marcado para el receptor de TSH, uno o mas epitopos del mismo o el polipéptido.

Adecuadamente, un procedimiento o kit como se ha mencionado anteriormente puede emplear un polipéptido o
epitopo de acuerdo con la presente divulgacion, sustancialmente como se describié anteriormente en la presente
memoria.

Sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria, en presencia de autoanticuerpos contra
el receptor de TSH, disminuira la unién del receptor de TSH al miembro de unién o al ligando inmovilizado. Un
procedimiento y un kit de este tipo para la deteccion de autoanticuerpos contra un receptor de TSH pueden ser
ventajosos para aliviar los problemas que pueden asociarse con el receptor de TSH cuando se inmovilizan en una
superficie.

Un ligando sustancialmente como se describié anteriormente en la presente memoria también se puede emplear
de manera util en la terapia. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona ademas procedimientos de
tratamiento que comprenden la administracion de un ligando especifico sustancialmente tal como se describio
anteriormente, composiciones farmacéuticas que comprenden un ligando especifico tal como se describio
anteriormente (junto con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables para ello),
y el uso de un ligando especifico sustancialmente como se describid anteriormente en la fabricacion de un
medicamento 0 composicion, en particular un medicamento o composicién para uso en la estimulacion de tejido
tiroideo y/o tejido que contiene un receptor de TSH. En particular, un ligando especifico de acuerdo con la presente
divulgacion puede emplearse en oncologia, y en particular para uso en el diagnéstico, manejo y tratamiento del
cancer de tiroides.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen aquellas adecuadas para
administracion oral, parenteral y tdpica, aunque la via més adecuada generalmente dependeréa de la condicion de
un paciente y de la enfermedad especifica que se esté tratando. La cantidad precisa de un ligando sustancialmente
como se describié anteriormente para ser administrada a un paciente sera responsabilidad de un médico tratante,
aunque la dosis empleada dependera de una serie de factores, que incluyen la edad y el sexo del paciente, la
enfermedad especifica que se estan tratando y la via de administracién sustancialmente como se describio
anteriormente.

La presente divulgacion proporciona ademdas un procedimiento para estimular el tejido tiroideo y/o el tejido que
contiene un receptor de TSH, comprendiendo dicho procedimiento administrar a un paciente que necesita tal
estimulacion una cantidad diagnostica o terapéuticamente efectiva de un ligando sustancialmente como se
describié anteriormente en la presente memoria.

La presente divulgacion también proporciona en combinacién, un ligando sustancialmente como se describié
anteriormente en la presente memoria, junto con uno o mas agentes adicionales capaces de estimular el tejido
tiroideo y/o el tejido que contiene un receptor de TSH, para uso simultaneo, separado o secuencial en la
estimulacion. tejido tiroideo y/o tejido que contiene un receptor de TSH. Preferentemente, dichos 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, dichos uno o
mas agentes adicionales pueden actuar independientemente de la unién al receptor de TSH.

Las siguientes explicaciones ilustrativas se proporcionan para facilitar la comprensién de ciertos términos utilizados
en la presente memoria. Las explicaciones se proporcionan para su comodidad y no son limitativas de la invencion.

LIGANDO, o MIEMBRO DE UNION, PARA UN RECEPTOR DE TSH, describe una molécula que tiene una
especificidad de unién para un receptor de TSH. Un ligando o miembro de unién como se describe en la presente
memoria descriptiva puede ser derivado naturalmente o producido total o parcialmente de forma sintética. Dicho
ligando o miembro de union tiene un dominio o regidon que se une especificamente y, por lo tanto, es
complementario a una o mas regiones epitopo de un receptor de TSH.

DOMINIO C denota una region de secuencia de aminoacidos relativamente constante en moléculas de anticuerpo.
CDR denota regiones determinantes de la complementariedad que estan presentes tanto en las cadenas pesadas
como en las ligeras de las moléculas de anticuerpo y representan regiones de la mayoria de la variabilidad de la
secuencia. Las CDR representan aproximadamente del 15 al 20% de los dominios variables y representan los
sitios de unién a antigeno de un anticuerpo.

FR denota regiones marco y representa el resto de los dominios ligeros variables y dominios pesados variables
que no estan presentes en las CDR.

HC denota parte de una cadena pesada de una molécula de anticuerpo que comprende el dominio variable de
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cadena pesada y el primer dominio de una regién constante de IgG.

CELULA HUESPED es una célula que se ha transformado o transfectado, o que es capaz de transformacion o
transfeccion por una secuencia de polinucleétidos exégena.

IDENTIDAD, como se conoce en la técnica, es la relacion entre dos o0 mas secuencias polipeptidicas, o dos 0 mas
secuencias de polinucleétidos, segin se determina comparando las secuencias.

LC denota una cadena ligera de una molécula de anticuerpo.

ESTIMULACION DE UN RECEPTOR DE TSH por un ligando o miembro de unién como se describe en la presente
memoria denota la capacidad del ligando o el miembro de unién de unirse a un receptor de TSH y, por lo tanto,
efectuar, por ejemplo, la produccién de AMP ciclico como resultado de tal unién al receptor de TSH. Dicha
estimulacion es andloga a las respuestas observadas en la unién de los autoanticuerpos de TSH o del receptor de
TSH, a un receptor de TSH y, de este modo, un ligando o miembro de unién como se describe en la presente
memoria imita el efecto de la autoanticuerpo de TSH, o el receptor de TSH, que se une a un receptor de TSH.

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

La presente divulgacion se ilustrard ahora mediante las siguientes figuras y ejemplos, que no limitan el ambito de
la divulgacion de ninguna manera.

La Figura 1 enumera los aminoacidos 1 a 200 de (en el siguiente orden) receptores de TSH humanos,
porcinos, bovinos, felinos, caninos, de ratén, rata y ovinos.

La Figura 2 enumera las bases de nucle6tidos 1 a 300 que codifican las regiones de (en el siguiente orden)
receptores de TSH felinos, bovinos, caninos, de ratén, porcinos, de rata, ovinos y humanos.

La Figura 3 enumera los aminoacidos 200 a 300 de (en el siguiente orden) receptores de TSH humanos,
porcinos, bovinos, felinos, caninos, de ratén, rata y ovinos.

La Figura 4 enumera las bases de nucleétidos 700 a 899 que codifican las regiones de (en el siguiente orden)
receptores de TSH felinos, bovinos, caninos, de raton, porcinos, de rata, ovinos y humanos.

La Figura 5 enumera los aminoacidos 250 a 449 de (en el siguiente orden) receptores de TSH humanos,
porcinos, bovinos, felinos, caninos, de ratén, rata y ovinos. Las secuencias BTSHR.PRO y CTSHR.PRO son
un aminodcido mas corto que las otras secuencias TSHR enumeradas en la Figura, y se incluye "x" para fines
de alineacion.

La Figura 6 enumera las bases de nucledtidos 750 a 1100 que codifican las regiones de (en el siguiente
orden) receptores de TSH felinos, bovinos, caninos, de ratén, porcinos, de rata, ovinos y humanos. Las
secuencias COW.SEQ y CAT.SEQ son tres nucledtidos mas cortos que las otras secuencias TSHR
enumeradas en la Figura, y se incluye "NNN" para fines de alineacién.

La Figura 7 enumera los aminoacidos 350 a 500 de (en el siguiente orden) receptores de TSH humanos,
porcinos, bovinos, felinos, caninos, de ratén, rata y ovinos. Las secuencias BTSHR.PRO y CTSHR.PRO son
un aminodcido mas corto que las otras secuencias TSHR enumeradas en la Figura, y se incluye "x" para fines
de alineacion.

La Figura 8 enumera las bases de nucle6tidos 1100 a 1299 que codifican las regiones de (en el siguiente
orden) receptores de TSH felinos, bovinos, caninos, de raton, porcinos, de rata, ovinos y humanos.

La Figura 9 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 4D7.

La Figura 10 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 4D7, que muestra la region o dominio
variable (es decir, los aminoacidos nimeros 10 a 115), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
31 a 35, los amino4cidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIII nimeros 99 a 104) y la
regién o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 116 a 200).

La Figura 11 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 4D7.
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La Figura 12 enumera los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de 4D7, que muestra la regién o dominio
variable (a saber, los aminoacidos niumeros 9 a 111), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
24 a 38, los aminoacidos de CDRII nimeros 54 a 60) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 93 a 101) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 112 a 211).

La Figura 13 enumera los aminoéacidos de la cadena pesada (HC) de 16E5.

La Figura 14 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 16E5, que muestran la region o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 9 a 120), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIII nGmeros 99 a 109) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 121 a 205).

La Figura 15 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 16ES5.

La Figura 16 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 16E5, que muestra la regidon o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 9 a 107), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 numeros
24 a 34, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 56) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 89 a 97) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 108 a 207).

La Figura 17 enumera los aminoé&cidos de la cadena pesada (HC) de 17D2.

La Figura 18 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 17D2, que muestran la region o dominio
variable (a saber, los amino&cidos niumeros 9 a 120), las CDR (a saber, los aminoécidos de CDR1 nimeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 99 a 109) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 121 a 205).

La Figura 19 enumera los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de 17D2.

La Figura 20 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 17D2, que muestran la region o dominio
variable (a saber, los amino&cidos niumeros 9 a 107), las CDR (a saber, los aminoécidos de CDR1 nimeros
24 a 34, los amino4cidos de CDRII numeros 50 a 56) y los amino4cidos de CDRIIl niumeros 89 a 97) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 108 a 207).

La Figura 21 enumera los aminoéacidos de la cadena pesada (HC) de 14D3.

La Figura 22 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 14D3, que muestra la regién o dominio
variable (a saber, los aminoacidos niumeros 9 a 120), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIIlI nUmeros 99 a 109) y la
regién o dominio constante (a saber, los amino&cidos nimeros 121 a 205).

La Figura 23 enumera los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de 14D3.

La Figura 24 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 14D3, que muestra la region o dominio
variable (a saber, los aminoacidos niumeros 9 a 107), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
24 a 34, los amino4cidos de CDRII numeros 50 a 56) y los amino4cidos de CDRIIl niumeros 89 a 97) y la
regién o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 108 a 207).

La Figura 25 enumera las bases de nucle6tidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
4D7 como se muestra en la Figura 9.

La Figura 26 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
4D7 como se muestra en la Figura 9, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la region variable o
dominio, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 10.

La Figura 27 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
4D7 como se muestra en la Figura 11.

La Figura 28 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
4D7 como se muestra en la Figura 11, y muestra las bases de nucle6tidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la region o dominio constante como se muestra en la Figura 12.

La Figura 29 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
16E5 como se muestra en la Figura 13.

La Figura 30 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
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16E5 como se muestra en la Figura 13, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 14.

La Figura 31 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
16E5 como se muestra en la Figura 15.

La Figura 32 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
16E5 como se muestra en la Figura 15, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la region o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 16.

La Figura 33 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
17D2 como se muestra en la Figura 17.

La Figura 34 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
17D2 como se muestra en la Figura 17, y muestra las bases de nucle6tidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la region o dominio constante como se muestra en la Figura 18.

La Figura 35 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
17D2 como se muestra en la Figura 19.

La Figura 36 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
17D2 como se muestra en la Figura 19, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 20.

La Figura 37 enumera las bases de nucledtidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
14D3 como se muestra en la Figura 21.

La Figura 38 enumera las bases de nucle6tidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
14D3 como se muestra en la Figura 21, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 22.

La Figura 39 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de
14D3 como se muestra en la Figura 23.

La Figura 40 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
14D3 como se muestra en la Figura 23, y muestra las bases de nucle6tidos que codifican la region variable
0 dominio, las CDR y la region o dominio constante como se muestra en la Figura 24.

La Figura 41 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 3B3.

La Figura 42 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 3B3, que muestra la region o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 8 a 112), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 numeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 99 a 101) y la
regién o dominio constante (es decir, los aminoacidos nimeros 113 a 196).

La Figura 43 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 3B3.

La Figura 44 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 3B3, que muestra la region o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 9 a 111), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 numeros
24 a 38, los aminoacidos de CDRII nimeros 54 a 60) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 93 a 101) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 112 a 211).

La Figura 45 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 3C7.

La Figura 46 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 3C7, que muestra la regién variable o
dominio (a saber, los aminoacidos niumeros 10 a 115), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 numeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 99 a 104) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 116 a 200).

La Figura 47 enumera los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de 3C7.
La Figura 48 enumera los aminoéacidos de la cadena ligera (LC) de 3C7, que muestra la regiéon o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 9 a 111), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros

24 a 38, los aminoacidos de CDRII nimeros 54 a 60) y los aminoacidos de CDRIII nimeros 93 a 101) y la
region o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 112 a 211).
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La Figura 49 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 2B4.

La Figura 50 enumera los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de 2B4, que muestra la regién o dominio
variable (a saber, los aminoacidos numeros 9 a 122), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros
31 a 35, los aminoacidos de CDRII nimeros 50 a 66) y los aminoacidos de CDRIIl nimeros 99 a 111) y la
regién o dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 123 a 207).

La Figura 51 enumera los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de 2B4.

La Figura 52 enumera los aminoacidos de la cadena ligera de 2B4, que muestran la region o dominio variable
(a saber, los aminoacidos nimeros 9 a 112), las CDR (a saber, los aminoacidos de CDR1 nimeros 24 a 39,
los aminoacidos de CDRII nimeros 55 a 61 y los aminoacidos de CDRIlI nimeros 94 a 102) y la regién o
dominio constante (a saber, los aminoacidos nimeros 113 a 212).

La Figura 53 enumera las bases de nucledtidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
3B3 como se muestra en la Figura 41.

La Figura 54 enumera las bases de nucledtidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
3B3 como se muestra en la Figura 41, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 42.

La Figura 55 enumera las bases de nucleétidos que codifican los amino&cidos de la cadena ligera (LC) de
3B3 como se muestra en la Figura 43.

La Figura 56 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
3B3 como se muestra en la Figura 43, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la region o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 44.

La Figura 57 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
3C7 como se muestra en la Figura 45.

La Figura 58 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
3C7 como se muestra en la Figura 45, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la region o dominio constante como se muestra en la Figura 46.

La Figura 59 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
3C7 como se muestra en la Figura 47.

La Figura 60 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
3C7 como se muestra en la Figura 47, y muestra las bases de nucle6tidos que codifican la regién o dominio
variable, las CDR y la region o dominio constante como se muestra en la Figura 48.

La Figura 61 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
2B4 como se muestra en la Figura 49.

La Figura 62 enumera las bases de nucleétidos que codifican los aminoacidos de la cadena pesada (HC) de
2B4 como se muestra en la Figura 49, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la region variable o
dominio, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 50.

La Figura 63 enumera las bases de nuclettidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
2B4 como se muestra en la Figura 51.

La Figura 64 enumera las bases de nucledtidos que codifican los aminoacidos de la cadena ligera (LC) de
2B4 como se muestra en la Figura 51, y muestra las bases de nucleétidos que codifican la regiéon o dominio
variable, las CDR y la regién o dominio constante como se muestra en la Figura 52.

Mas especificamente, las Figuras 1 a 8 ilustran lo siguiente:

La Figura 1 enumera los aminoacidos 1 a 200 de los receptores de TSH en las especies mencionadas
anteriormente, que incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos empleadas en la presente divulgacion:

los aminoacidos 22 a 91 de un receptor de TSH,
los aminoéacidos 32 a 41 de un receptor de TSH, y
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los aminoacidos 36 a 42 de un receptor de TSH.

La Figura 2 enumera las bases de nucleétidos 1 a 300 en las especies mencionadas anteriormente, que incluyen
regiones codificantes para las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente presentes en la Figura 1.

La Figura 3 enumera los aminoacidos 200 a 300 de los receptores de TSH en las especies mencionadas
anteriormente, que incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos empleadas en la presente divulgacion:

los aminoacidos 246 a 260 de un receptor de TSH, y
los aminoacidos 247 a 260 de un receptor de TSH.

La Figura 4 enumera las bases de nucleétidos 700 a 899 en las especies mencionadas anteriormente, que incluyen
regiones codificantes para las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente presentes en la Figura 3.

La Figura 5 enumera los aminoéacidos 250 a 449 de los receptores de TSH en las especies mencionadas
anteriormente, que incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos empleadas en la presente divulgacion:

los aminoé&cidos 260 a 363 de un receptor de TSH; y
los aminoé&cidos 277 a 296 de un receptor de TSH.

La Figura 6 enumera las bases de nucledtidos 750 a 1100 en las especies mencionadas anteriormente, que
incluyen regiones codificantes para las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente presentes en la
Figura 5.

La Figura 7 enumera los aminoacidos 350 a 500 de los receptores de TSH en las especies mencionadas
anteriormente, que incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos empleadas en la presente divulgacion:

los amino&cidos 380 a 418 de un receptor de TSH; y
los aminoé&cidos 381 a 385 de un receptor de TSH.

La Figura 8 enumera las bases de nucleédtidos 1100 a 1299 en las especies mencionadas anteriormente, que
incluyen regiones codificantes para las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente presentes en la
Figura 7.

Ejemplo 1
(1) Produccién de anticuerpos monoclonales de ratén para el receptor de TSH.

Se inmunizaron ratones BALB/c con una forma madura recombinante, altamente purificada del receptor de TSH
expresado en células CHO. [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 thyrotrophin (TSH) receptor using monoclonal antibodies
(Andlisis de los epitopos del receptor humano de tirotropina (TSH) utilizando anticuerpos monoclonales)". Thyroid
2000 10(12): 1051-1059]. Los anticuerpos de raton también se produjeron mediante una técnica de inmunizacion
de ADN con ADNc de TSHR humano de longitud completa clonado en pcDNA3.1. Los anticuerpos monoclonales
(MADb) se clonaron utilizando técnicas estandar y las IgG se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo
mediante cromatografia de afinidad en proteina A Sefarosa. La reactividad de los MAb con el receptor de TSH se
prob6 mediante (a) transferencia Western con receptores parcialmente purificados, (b) inhibicién de la union de
TSH al receptor de TSH, y (c) inmunoprecipitacion del receptor de TSH marcados con %3S producidos en un sistema
de transcripcion/traduccion in vitro como se describe en Y Oda, J Sanders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M
Perez, V B Peteresen, N Wedlock, J Furmaniak, B Rees Smith "Binding characteristics of antibodies to the TSH
receptor (Caracteristicas de unién de los anticuerpos al receptor de TSH)". Revista de Endocrinologia Molecular
1998 20: 233-244.

(2) Inhibicion de la unién de '?°I-TSH al receptor de TSH

La inhibicion de la union de 125-TSH al receptor de TSH se analizé en un ensayo en el que se preincubaron 50 pl
de receptor de TSH solubilizado con detergente con 50 pl de MAb purificado como se describe en la etapa (1)
durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de la adicion de 100 pl de '?5I-TSH (30.000 cpm) seguido de
incubacion a 37 °C durante una hora. Los complejos de '?°I-TSH/receptor de TSH se precipitaron mediante la
adicion de 2 ml de 16,5% de polietilenglicol y 25 ul de suero de donante de sangre sana, se centrifugaron a 1500xg
durante 30 minutos a 4 °C, se aspiraron y se contd la radioactividad de los sedimentos utilizando técnicas
conocidas.

Los MAb denominados: 2B4 MAb (a una concentracién de IgG de 5 ug/ml), 8E2 MAb (a una concentracion de IgG
de 1 pg/ml) y 18C5 MADb (a una concentracion de IgG de 1 mg/ml) mostraron 76%, 38% y 91% de inhibicion de la
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unioén a la TSH, respectivamente. Los fragmentos Fab se produjeron a partir de 2B4 MAb, 8E2 MAb y 18C5 MAb
IgG por digestién con L-cisteina/papaina o pepsina, seguido de la separacion de Fc y Fab en la columna de proteina
A.

(3) Reconocimiento de epitopos por medio de MAb

Andlisis de transferencia Western [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 thyrotrophin (TSH) receptor using monoclonal
antibodies (Andlisis de los epitopos del receptor humano de tirotropina (TSH) utilizando anticuerpos
monoclonales)". Thyroid 2000 10(12): 1051-1059] mostré que el 2B4 MAb se unia a un epitopo entre los
aminoacidos (aa) 380 y 418, el 8E2 MAb a un epitopo entre los aa 22 y 91 y el 18b5 MAb a un epitopo entre los
aa 246y 260 de la secuencia del receptor de TSH. Andlisis con péptidos solapados del receptor de TSH que cubren
estas regiones [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 thyrotrophin (TSH) receptor using monoclonal antibodies (Analisis de
los epitopos del receptor humano de tirotropina (TSH) utilizando anticuerpos monoclonales)". Thyroid 2000 10(12):
1051-1059] mostré que 2B4 MADb reaccion6 con los aa 381 a 385, 8E2 MAb con los aa 36 a 42 y 18C5 MADb con
los aa 247 a 260.

(4) Preparacion del receptor de TSH marcado con 25|

Las preparaciones solubilizadas de receptor de TSH se marcaron con 2% por medio de MAB (4E31) marcado con
125 reactivo con el extremo C-terminal del receptor de TSH preparado como se describe en 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 *?%I-labelled TSH receptor (La interaccion de los anticuerpos del
receptor de TSH con receptor de TSH marcado con *?°[)". Revista de Endocrinologia Clinica y Metabolismo 1999
84(10):3797-3802. Se incubaron alicuotas de 4E31 F(ab)2 marcado con 1?5 durante 15 minutos a temperatura
ambiente con un receptor de TSH solubilizado y luego se usaron en un ensayo de inmunoprecipitacion como se
describe en la etapa (5).

(5) Inhibicién de la unién del autoanticuerpo del receptor de TSH (TRAD) al receptor de TSH por medio de MAb

La inhibicién de la union de TRAD al receptor de TSH por los MAb se probd6 de la siguiente manera:

Se preincubaron 10 pl de receptor de TSH marcado con 25| (30.000 cpm) preparado en la etapa (4) con 20 pl de
2B4 Fab (5 y 10 mg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de una incubacién con 20 pl de suero
de paciente positivo a TRAb durante una hora a temperatura ambiente. Luego se agregaron 50 pl de Proteina A
en fase soélida (un reactivo anti-IlgG humano) y se continud la incubacion durante una hora a temperatura ambiente,
seguido de una etapa de lavado y centrifugacion a 1500xg a 4 °C durante 30 minutos; aspiracién y recuento de la
radiactividad de los granulos. Se llevaron a cabo experimentos similares con los Fab 8E2 y 18C5 y la combinacion
de dos Fab juntos.

Resultados del Ejemplo 1

Los resultados de la inhibicidn de la uniéon de TRADb al receptor de TSH se muestran en la Tabla 1.
Ejemplo 2

Procedimientos

(1) Produccion de anticuerpos monoclonales de raton para el receptor de TSH.

Los ratones BALB/C se inmunizaron con una forma madura recombinante y altamente purificada del receptor de
TSH expresada en células CHO (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 thyrotrophin (TSH) receptor using monoclonal
antibodies (Andlisis de los epitopos del receptor humano de tirotropina (TSH) utilizando anticuerpos
monoclonales)". Thyroid 2000 10(12): 1051-1059). Los anticuerpos de raton también se generaron mediante
técnicas de inmunizacion de ADN con ADNc de TSHR humano de longitud completa clonado en pRC/CM.1. Los
MADb se clonaron utilizando técnicas estandar y las IgG se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo mediante
cromatografia de afinidad en proteina A Sefarosa.

Los fragmentos (Fab)z se produjeron a partir de las 1gG purificadas por digestion con pepsina seguido de
cromatografia en una columna de afinidad de proteina A como se describe en Y Oda, J Sanders, S Roberts, M
Maruyama, R Kato, M Perez, V B Peteresen, N Wedlock, J Furmaniak, B Rees Smith "Binding characteristics of
antibodies to the TSH receptor (Caracteristicas de union de los anticuerpos al receptor de TSH)". Revista de
Endocrinologia Molecular 1998 20: 233-244.
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Los fragmentos Fab se prepararon mediante digestién de los MAb purificados con papaina como se describe en
E. Hendry, G. Taylor, F. Grennan-Jones, A. Sullivan, N. Liddy, J. Godfrey, N. Hayakawa, M. Powell J. Furmaniak,
B Rees Smith 2001 "X-ray crystal structure of a monoclonal antibody that binds to a major autoantigenic epitope
on thyroid peroxidase (Estructura cristalina de rayos X de un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo
autoantigénico importante en la peroxidasa tiroidea)". Tiroides 11(12): 1091-1099.

La reactividad de los MAb con el receptor de TSH se prob6é mediante (a) transferencia Western con receptores
parcialmente purificados, (b) inhibicion de la unién de TSH al receptor de TSH y (¢) inmunoprecipitacion del receptor
de TSH marcados con 35S producido en un sistema de transcripcién/traduccién in vitro como se describe en Y Oda,
J Sanders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M Perez, V B Peteresen, N Wedlock, J Furmaniak, B Rees Smith
"Binding characteristics of antibodies to the TSH receptor (Caracteristicas de union de los anticuerpos al receptor
de TSH)". Revista de Endocrinologia Molecular 1998 20: 233-244.

(2) Inhibicion de la unién de 251 TSH al receptor de TSH
(a) Procedimiento de PEG para uso con TSHR solubilizado detergente

La inhibicion de la unién de 251 TSH al receptor de TSH solubilizado detergente se analizé en un ensayo en el que
se preincubaron 50 pl de MAb purificado como se describe en los Procedimientos (1) anteriores durante 15 minutos
a temperatura ambiente antes de la adicion de 100 pl de 1251 TSH (30.000 cpm) seguido de incubacién a 37 °C
durante una hora. Los complejos de 2% y el receptor de TSH se precipitaron mediante la adicion de 2 ml de 16,5%
de polietilenglicol y 25 pl de suero de donante de sangre sana, se centrifugaron a 1500 xg durante 30 minutos a 4
°C, se aspiraron y se conto la radioactividad de los granulos con un contador gamma.

(b) Procedimiento utilizando tubos recubiertos con TSHR.

En este procedimiento, los tubos de plastico se recubren primero con un MADb, tal como 4E31, que se une a una
parte del TSHR no relacionado con la unién de TSH o TRAb. Luego se agregan preparaciones detergentes de
TSH con solubilizacion, se capturan con el MAb de TSHR y luego se inmovilizan en la superficie del tubo de tal
manera que se puedan unir a TSH o TRAb. En particular, el 4E31 MAb reactivo con el extremo C de TSHR (10
pg/ml de preparacion F(ab)z2 en Na2COz 0,1 M y pH de 9,2) se agreg6 a tubos de plastico (Nune Maxisorp, 200ul
por tubo) y se dejo que el recubrimiento procediera durante la noche a 4 °C después del lavado y el recubrimiento
posterior (10 mg/ml de albumina de suero bovino), los tubos se lavaron nuevamente con tampoén de ensayo (Tris-
HCI 10 mM, pH 7,8, NaCl 50 mM, 1 mg/ml de albdmina de suero bovino, Triton X-100 al 0,1%). Luego se agregaron
200 pl de una preparacion de TSHR solubilizada detergente y se incubaron durante la noche a 4 °C, seguido de
las etapas de aspiracion y lavado. Después de eso, se agregaron 20 pl de tampon de "inicio" (Tris-HCI 10 mM, pH
7,8, NaCl 50 mM, albumina sérica bovina 1 mg/ml, NaN3 6 mM, Triton X-100 al 1%) a los tubos recubiertos con
TSHR seguidos por 100 pl de IgG MADb purificada o sueros de pacientes y se incubaron a temperatura ambiente
durante 2 horas con agitacion suave. Después de la aspiracion, los tubos se lavaron dos veces con 1 ml de tampon
de ensayo antes de la adicion de 100 pl de 1?51 TSH (80.000 cpm) y la incubacion a temperatura ambiente durante
20-60 minutos con agitacion. Los tubos se lavaron dos veces con 1 ml de tampdn de ensayo, se aspiraron y se
contaron en un contador gamma.

(3) Andlisis de las actividades de estimulacion o bloqueo de la tiroides de los MAb

La capacidad de los MAb para estimular la produccion de AMP ciclico en células tiroideas porcinas aisladas
(actividad estimulante de la tiroides) o para actuar como antagonistas de TSH mediante el bloqueo de la
estimulacion con TSH del AMP ciclico (actividad de bloqueo) se evalud utilizando reactivos de Yamasa Corporation.
Tokio, Japén.

Ademas, se analizo la capacidad de los MAb para estimular la produccion de AMP ciclico en células de ovario de
hamster chino (CHO) que expresan TSHR humana tal como lo describe M. Kita, L. Ahma, P C. Marians, H. Viase,
P. Unger, P. N. Graves, T. F. Davies 1999 "Regulation and transfer of a murine model of thyrotrophin receptor
antibody mediated Graves’ disease (Regulacion y transferencia de un modelo murino de la enfermedad de Graves
mediada por anticuerpos receptores de tirotrofina)". Endocrinologia 140: 1392-1398.

(4) Unién de MAb marcados con 25| al TSHR y el efecto de TRAb

La IgG purificada de dos de los MAb que mostraron actividad de simulacion de la tiroides (16E5 y 14D3, Tabla 2)
se marcé con 2% seguido de separacion de 1?°I no incorporada por filtracion en Sephadex G-50 como en (4) en el
Ejemplo 1.

Los tubos de plastico se recubrieron con preparaciones de TSHR como en 2b arriba. Posteriormente, se agregaron

100 pl de suero de prueba (de donantes de sangre sanos o de pacientes con enfermedad de Graves) y se incubaron
los tubos durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién. Después de esta incubacion, los tubos se lavaron
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2 veces con tampo6n de ensayo. Luego, se agregaron 100 pl de IgG 16E5 o 14D3 marcadas con %25 (30.000 cpm
diluidas en Tris-HCI 20 mM, pH 7,3, NaCl 50 mM, 1 mg/ml de albumina de suero bovino, Triton X-100 al 0,1%) a
los tubos y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Luego, los tubos se lavaron dos
veces con el mismo tampdn que se uso para diluir los MAb marcados con 25| y se contaron en un contador gamma.

(5) Unién de TSHR a tubos recubiertos con MAb y el efecto de TRAD

Preparaciones de TSH solubilizadas detergentes (20 pl se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con
100 pl de suero de prueba y 20 pl de tampon de inicio (2b arriba). Luego se agregaron 100 pl de esta mezcla a
tubos de plastico recubiertos con MAb TSHR (como en 2b arriba) y se incubaron durante 1 hora con agitacion a
temperatura ambiente, luego los tubos se aspiraron y se lavaron dos veces (2b arriba) y se agregaron 100 pl
(30.000 cpm) de preparacion F(ab)z TSHR 4E31 MAb C-terminal marcada con 25 marcada con %251 como en el
punto 4 anterior. Después de una incubacién adicional durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién, se
aspiraron los tubos, se lavaron dos veces y se conto la radioactividad con un contador gamma.

Los cebadores oligonucleotidicos se disefiaron utilizando las secuencias descritas anteriormente (Kettleborough
C.A. et al "Optimization of primers for cloning libraries of mouse immunoglobulin genes using the polymerase chain
reaction (Optimizacion de cebadores para clonar bibliotecas de genes de inmunoglobulina de ratén usando la
reaccion en cadena de la polimerasa)". Revista Europea de Inmunologia 1993 23: 206-211).

Los cebadores de sentido y antisentido incluian secuencias de sitios de endonucleasas de restriccion 5' adicionales
para facilitar la clonacién de productos por PCR. Los productos por RT-PCR se clonaron en el ADN de pUC18
preparado por el procedimiento Qiagen (Qiagen) y se secuenciaron por el procedimiento Sanger-Coulson

Resultados del Ejemplo 2

(1) La actividad estimulante de la tiroides de los MAb TSHR se muestra en las Tablas 2 y 3. Cuatro de los
MAD (16E5, 14D3, 17D2 y 4D7) pudieron estimular la produccién de AMP ciclico en células tiroideas porcinas
aisladas. Ademas, cuando se probaron los fragmentos Fab de tres de estos MAD, los tres también estimularon
la produccién de AMP ciclico (Tabla 2). Para comparacién, un suero de paciente positivo para TRAb mostrd
niveles de estimulacion similares a los MAb (Tabla 2). Ademas, TSHR 2B4 MAb, que tiene la capacidad de
inhibir la unién de TSH a la TSHR fuertemente, no mostré actividad estimulante de la tiroides (Tabla 2). Otro
TSHR MAb y Fab (3B3) no estimularon la produccién de AMP ciclico ni el Tg MAb Fab 2G2 (Tabla 2).

En una serie adicional de experimentos, algunos de los MAb que fueron capaces de estimular las células
tiroideas porcinas (16E5 y 14D3) se probaron para determinar su capacidad para estimular la produccién de
AMP ciclico en células CHO que expresan TSHR humana Tabla 3). Se obtuvieron resultados similares a los
observados con células tiroideas porcinas.

(2) En presencia de sueros de donantes de sangre sanos, el 16E5 marcado con 251 unido a tubos recubiertos
con TSHR esta en el intervalo de 23 a 35% de los recuentos totales agregados Tabla 4). En presencia de
sueros de pacientes con enfermedad de Graves (todos positivos para TRAb), la uniéon de 16E5 marcado con
125] se redujo notablemente y estuvo en el intervalo de 1,9 a 7,5% Tabla 4).

Esto indicé que los sueros de pacientes con enfermedad de Graves con actividad de TRAb inhiben la unién
de TSHR MAb 16E5 a TSHR. Los experimentos adicionales con 16E5 marcado se muestran en la Tabla 5,
en la que se comparan los efectos de los sueros de pacientes con enfermedad de Graves en (a) 16E5
marcado con 25| con tubos recubiertos con TSHR y (b) unién con TSH marcado con 23 con tubos recubiertos
con TSHR. Se realizaron experimentos similares a los que se muestran en la Tabla 5 con TSHR MAb 14D3
marcado con %91 y los resultados se muestran en la Tabla 6.

Los efectos de los sueros de pacientes con enfermedad de Graves en la unién del tubo recubierto con TSHR
por 16E5, 14D3 o TSH marcados con 23| fueron similares, con una fuerte inhibicion de la unién observada
en la mayoria de los casos (Tablas 5y 6). A diferencia de los sueros de pacientes con enfermedad de Graves,
los sueros de donantes de sangre sanos tuvieron poco efecto sobre la union del MAb marcado o la TSH
marcada a los tubos recubiertos con TSHR (Tablas 5 y 6). La Tabla 7 muestra el efecto de los sueros que
contienen autoanticuerpos diferentes a los autoanticuerpos TSHR en la unién de los tubos recubiertos con
TSHR por medio de TSH, 16E5 y 14D3 marcados. Como puede verse en la Tabla 7, los sueros que contienen
autoanticuerpos para la descarboxilasa del acido glutamico (D1 y D2) o para la 21-hidroxilasa (Al y A2) no
tuvieron efecto sobre la union de TSH o MAb. Sin embargo, el suero G42 de un paciente con enfermedad de
Graves mostr6 una fuerte inhibicion, dependiente de la dosis, de la union tanto de TSH como de MAb.

(3) Como se muestra en la Tabla 8, los tubos de plastico recubiertos con MAb 16E5 fueron capaces de unirse

a TSHR y esta unién fue inhibida por los sueros de Graves que contienen autoanticuerpos TSHR. En
particular, la deteccién de la unién a TSHR por parte del TSHR 4E31 MAb marcado con 25| mostr6 que (a)
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en presencia de sueros de donantes de sangre sanos, la unién a 4E31 marcada vari6é de 13,5-17,8% del total
de cpm afiadidas, mientras que (b) en presencia de los sueros de Graves, la unién de MAb marcada varié de
1,8-4,8% de las cpm totales agregadas. Se obtuvieron resultados similares con tubos de plastico recubiertos
con MAb 14D3 Tabla 9).

Conclusiones
Los resultados mostrados en las Tablas 2-9 muestran que:

(a) hemos producido MAb de TSHR y fragmentos Fab de MAb que pueden estimular células tiroideas aisladas
de forma similar a TRADb en los sueros de pacientes y de manera similar a la TSH. Diferentes MAb muestran
diferentes grados de actividad estimulante.

(b) estos MADbs se pueden usar en lugar de TSH marcados en ensayos para autoanticuerpos contra TSHR
(TRAD).

(c) cuando los MAb se recubren sobre superficies de plastico, pueden unir los preparados de TSHR. Esta
union es inhibida por TRAb en los sueros de pacientes, proporcionando de este modo un nuevo tipo de
ensayo de TRAbD.

(d) la capacidad de los MAb para estimular la tiroides significa que son potencialmente Gtiles como alternativas
ala TSH en aplicaciones in vivo.

Ejemplo 3
Inhibicion de la unién de Fab 125|-16E5 al receptor de TSH solubilizado por los MAb del receptor de TSH
Procedimiento

La inhibicion de la unién del Fab 1251-16E5 al receptor de TSH solubilizado detergente se analizé en un ensayo en
el que se incubaron 50 ul de IgG de MAb (100 pg/ml) como se describi6é anteriormente con el receptor durante 30
minutos a temperatura ambiente antes de la adicién de 100 pl de Fab 251-16E5 (30.000 cpm) seguido de incubacion
a temperatura ambiente durante 2 horas. Los complejos de Fab ?°I-16E5 y el receptor de TSH se precipitaron
mediante la adicion de 2 ml de 16,5% de polietilenglicol y 50 pl de suero de donante de sangre sana, se
centrifugaron a 1500xg durante 30 minutos a 4 °C, se aspiraron y la radioactividad de los granulos se contd en un
contador gamma.

Los resultados se muestran en la Tabla 10. De la Tabla 10 se puede ver que MAb 4D7 (que se une a la region del
epitopo 246 a 260 y estimula las células aisladas de la tiroides) inhibe bastante fuertemente la uniéon de Fab 16E5
marcado al receptor de TSH (24,2% de inhibicion). Otros dos MAb, 3C7 y 18C5 también inhiben fuertemente la
union a Fab 16E5 (17 y 15,7% de inhibicion, respectivamente) y también se unen a la region del epitopo 246 a
260. Se observa una inhibicién débil con los otros MAb. Esto sugiere que la region epitopo 246 a 260 esta implicada
en la union de 16E5 al receptor de TSH. Como los otros MAb 14D3 y 17D2 estimulantes compiten bien con la
union de 16E5 al receptor de TSH, como se puede ver en la Tabla 10, la region del epitopo 246 a 260 es
probablemente también importante para la unién del receptor de TSH por 14D3y 17D2.

Tabla 1: Inhibicién de la unién de TRAb en suero de paciente (K3) al receptor de TSH por medio de Fab de

MAb
Suero K3 1/10
THSR marcada inmunoprecipitada (%) % de inhibicién

Tampon 17,5 -
2B4 (5 mg/ml) 10,1 42
2B4 (10 mg/ml) 3,9 77,7
18C5 (5 mg/ml) 13,7 21,7
18C5 (10 mg/ml) 9,7 44
8E2 (5 mg/ml) 15,0 14,3
8E2 (10 mg/ml) 13,0 25,7
2B4 + 18C5 (5 mg/ml) 5,7 67,4
18C5 + 8E2 (5 mg/ml) 12,4 29,1
2B4 + 8E2 (5 mg/ml) 8,1 53,7
TSH sin marcar 7,8 55,4
2B4 + 8E2 + 18C5 (3,3 mg/ml) 7.4 57,7
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A
% de inhibicion = 100 — (Exmo)

donde A = 25|-TSHR (cpm) inmunoprecipitada en presencia de sueros de prueba y MAb Fab de prueba como
porcentaje del total de cpm de material agregado al tubo;

B = 125|-TSHR (cpm) inmunoprecipitada en presencia de sueros de prueba y tampén de ensayo como porcentaje
del total de cpm de material agregado al tubo.

Los resultados anteriores muestran que:

(1) las secuencias del receptor de TSH que estan implicadas en la unién de TSHR también estan implicadas
en la uniéon de TRAD;

(2) el MAb de ratén reactivo con estas secuencias se puede usar eficazmente para inhibir la unién de TRAb
al receptor de TSH; y

(3) uno o mas de los MADb reactivos con una o mas de las secuencias del receptor de TSH anteriores se
pueden usar para detectar y medir TRAbD.
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Tabla 2: Actividad estimulante de la tiroides de los MAb de TSHR probados utilizando células tiroideas

porcinas aisladas

Muestra de prueba Estimulacion (%) * 'T”Sh,f"(%'/oo)nzge 'a union de
16E5 IgG 200 pg/ml 466 nt
20 pg/ml 332 83,3
2 pg/mi 269 73,6
0,2 yg/ml 157 nt
0,02 pg/ml 52 nt
14D3 1gG 200 pg/ml 557 nt
20 pg/ml 351 76,4
2 ug/mi 323 61,0
0,2 yg/ml 227 nt
0,02 pg/mi 78 nt
17D2 IgG 200 pg/ml 377 nt
20 pg/ml 207 81,3
2 ug/mi 134 73,7
4D7 1gG 200 ug/ml 259 334
20 pg/ml 31 nt
3B31gG? 200 pg/ml 34 30,7
20 pg/ml 37 6,1
2B4 1gG? 200 ug/ml 100 nt
20 pg/ml 116 69,9
3C7 Fab 1 mg/ml 348 45,2
4D7 Fab 1 mg/ml 512 48,6
16E5 Fab 200 ug/ml 425 535
14D3 Fab 200 ug/ml 648 64 5
17D2 Fab 200 ug/ml 274 455
3B3 Fab? 200 ug/ml 42 66,5 4
2G2 Fab © 1 mg/ml 55 0
200 pg/ml 37 0
TRADb +ve paciente dil 1:2 771 657
dil 1:4 530 nt
Conjunto de sueros de donantes de sangre sanos | 29 0,6
Suero negativo a TRAB 70 0

Notas al pie de la Tabla 2

1 Las preparaciones de IgG o Fab de MADb se diluyeron en el conjunto de sueros de donantes de sangre
sanos. La estimulacion (%) se calcul6 como 100 veces la relacion de: AMP ciclico producido en presencia
de la muestra de prueba a AMP ciclico producido en presencia de un grupo de sueros de donantes de
sangre sanos. Un nivel de estimulacion de > 180% se evalu6 como positivo, es decir, este nivel de
estimulacion siempre fue mayor que el observado por los sueros de donantes de sangre sanos individuales
2 La inhibicion del nivel de unién a TSH > 10% es positiva

3 Procedimiento = tubo recubierto

4 Inhibicién probada a 250 pg/ml

5 Inhibicién probada a 10 pg/ml

6 2G2 es un MADb reactivo con la tiroglobulina, es decir, no es reactivo con TSHR

7 Inhibicién con suero no diluido

a Las IgG 3B3y 2B4 actian como antagonistas de la TSH, es decir, bloquean la capacidad de la TSH para
estimular la produccion de AMP ciclico por parte de las células tiroideas porcinas aisladas

nt = no probado a esta concentracion
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Tabla 3
Muestra de pruebatl Estimulacion (%)? Inhibicion de la unién de TSH (%)34
16E5 20 pg/ml 850 78,55
14D3 20 pg/ml 908 71,85
2B4 20 pg/ml 111 84,4
TRAD +ve paciente 850 65,086
Conjunto de sueros de donantes de sangre sanos 100 0

Notas al pie de la Tabla 3:

! Todas las muestras se diluyeron 1:10 antes de la adicion a las células

2 La estimulacion (%) se calculé como 100 veces la relacion de: AMP ciclico producido en presencia de la muestra
de prueba a AMP ciclico producido en presencia de un grupo de sueros de donantes de sangre sanos.

3 La inhibicion del nivel de unién a TSH > 10% es positiva
4 Procedimiento = tubos recubiertos
5 Inhibicion probada a a 10 pg/ml

8 Probado para inhibicién sin diluir

Tabla 4: Unién de MAb 16E5 marcado con %25 a tubos recubiertos con TSHR y el efecto de TRAb en
sueros de pacientes

125 . .
Material de Pruebal Inhibicion de la unién de TSH (06)? | IL6ES d“e”'r‘i‘é Ljaemggiéggg'gggjigg;‘;s“R (%
G1 21 5,6
G2 227 6.5
G3 24,7 3,5
G4 22,7 6,0
G5 28,1 36
G6 29,4 25
G7 29,3 5.8
G8 39 1,9
G9 31,9 6.8
G10 34,8 5.4
G11 34,5 34
G12 353 42
G13 35,6 6,2
G14 36,9 2,8
G15 30,3 43
G16 35 2,2
G17 47,6 3,9
G18 43 34
G19 53,5 37
G20 59,2 75
G21 58,9 4.9
NPS <14 275
NSF 1 <14 233
NSF 2 <14 30,2
NSF 3 <14 29,1
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Material de Pruebal

Inhibicién de la unién de TSH (%)?

125].16E5 unido a tubos recubiertos con TSHR (%
de recuentos totales afiadidos)

NSF 4 <14 22,8
NSF 5 <14 28,9
NSF 6 <14 31,0
NSF 7 <14 29,2
NSF 8 <14 35,3
NSF 9 <14 26,3
NSF 10 <14 25,2

Notas al pie de la Tabla 4:
1 Los sueros G1-G22 pertenecen a pacientes con enfermedad de Graves
Los sueros NSF 1 - NSF 10 pertenecen a donantes de sangre sanos

NPS = conjunto de sueros de donantes de sangre sanos

2 La inhibicion de la unién a TSH > 14% es positiva; Procedimiento de PEG utilizado

Tabla 5: Efecto de los sueros de pacientes con enfermedad de Graves sobre la unién de 1?5-16E5 y la
union de '%1-TSH a tubos recubiertos con TSHR

Vaterial g | 25IF16ES nido atwbos | inhibicién de Ia r:i‘r:;fr'f;“cﬂsoé;“:‘& inhibicion de la
Pruebal recubiertos con TSHR (% de union de 125|- e recuentos totales | UMO" de 125|-16E5S
recuentos totales afiadidos)? 16E5 (%)?3 anadidos)* (%)
G23 13,2 44,0 8,9 27,1
G28 5,8 75,4 3,8 68,5
G29 13,3 43,6 8,0 34,4
G30 9,2 61,0 5,3 56,9
G32 11,9 49,6 7,5 38,4
G36 15,5 34,3 10,1 17,5
G38 16,1 31,8 10,0 18,3
G41 17,8 24,6 10,8 11,4
G43 5,9 75,0 4,0 67,2
G44 18,6 21,2 12,4 -ve
G45 51 78,4 3,5 71,0
G46 3,8 83,9 2,7 77,9
G47 7,2 69,5 4,3 64,8
G48 6,9 70,8 4,8 60,8
G49 9,1 61,4 6,1 49,6
G50 8,7 63,1 6,3 48,4
G51 11,9 49,6 7,9 35,2
G52 12,3 47,9 7,4 39,0
NSF4 23,0 2,6 12,5 -ve
NSF5 25,3 -ve 12,3 -ve
NSF 10 22,4 51 12,5 -ve
NSF 16 23,3 1,3 12,0 1,8
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125)- i
eterial 125)-16E5 unido a tubos Inhibicion de la 'b?eEs “”'dOTa L“;O:‘/ Inhibicion de la
ateria d€ | ecubiertos con TSHR (% de union de 125)- recubiertos con TSHR (% ynign de 125|-16E5

Prueba N 23 de recuentos totales

recuentos totales afiadidos) 16E5 (%)% - 1 (%)

anadidos)

NSF 17 24,2 -ve 11,5 5,3
NSF 18 19,9 15,7 11,2 8,0
NSF 20 21,5 8,9 12,3 -ve
NSF 21 23,3 1,3 12,3 -ve
NSF 22 24,5 -ve 12,4 -ve
NSF 26 26,5 -ve 12,8 -ve

Notas al pie de la Tabla 5:
1 Los sueros G53-G52 pertenecen a pacientes con enfermedad de Graves; los sueros NSF pertenecen a donantes
de sangre sanos
2 la media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos fue de 23,6% para '%°|-16E5
3 la inhibicién de la unién se calcul6 usando la féormula:

A
% de inhibicién = 100 — (Ex100>

donde

A = unién en presencia de suero de prueba;
B = media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos

4 la media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos fue de 12,2% para '%%|-TSH

Tabla 6: Unién de MAb 14D3 marcado con 25| a tubos recubiertos con TSHR y el efecto de TRAb en

sueros de pacientes

Material 125].14D3 unido a tubos Inhibicion de la 125]_TSH unido a tubos Inhibicion de la
de recubiertos con TSHR (% unién de *251- recubiertos con TSHR (% unién de *251-
Pruebal de recuentos totales 14D3 (9%0)?3 de recuentos totales 14D3 (%)%
afadidos)? afiadidos)*

G23 13,9 20 8,9 26,6
G24 11,3 35 6,9 43,4
G25 14,1 19 7,2 40,5
G26 7,3 58 2,6 78,3
G27 12,3 29,7 7,3 40,1
G28 8,0 54,4 3,8 68,3
G29 13,2 24,4 8,0 34,0
G30 12,5 28,4 5,3 56,6
G31 9,8 44 4,3 64,3
G32 11,4 34,8 7,5 38,0
G33 12,7 27,2 6,1 49,9
G34 10,9 37,5 7,5 37,8
G35 9,8 43,6 4,3 64,6
G36 13,5 22,8 10,1 16,9
G37 11,9 31,6 9,3 23,4
G38 11,3 35,4 10,0 17,6
G39 12,3 29,5 7,9 34,8
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Material 125].14D3 unido a tubos Inhibicion de la 1251.TSH unido a tubos Inhibicién de la
de recubiertos con TSHR (% unién de 1291 recubiertos con TSHR (% unién de 291
Pruebal de recuentos totales 14D3 (%)*® de recuentos totales 14D3 (%)34
afadidos)? afadidos)*

G40 9,8 44,0 7,2 40,9
G41 14,0 19,8 10,8 10,7
NSF 4 17,4 0,3 12,5 -ve

NSF 5 16,5 9,1 12,3 -ve

NSF 10 17,6 -ve 12,5 -ve

NSF 16 17,7 -ve 12,0 1,1

NSF 17 17,0 2,7 11,5 4,6

NSF 18 16,6 8,6 11,2 7,3

NSF 20 18,3 -ve 12,3 -ve

NSF 21 16,8 3,6 12,3 -ve

NSF 22 16,3 6,7 12,4 -ve

NSF 26 18,4 -ve 12,8 -ve

Notas al pie de la Tabla 6:
1 Los sueros G23-41 pertenecen a pacientes con enfermedad de Graves. Los sueros NSF pertenecen a donantes
de sangre sanos
2 La media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos fue de 17,4% para 1251-14D3.
3 la inhibicién de la unién se calcul6 usando la formula:

A
% de inhibicién = 100 — (§x100>

donde

A = unién en presencia de suero de prueba;
B = media de unién en presencia de sueros de donantes de sangre sanos

4 La media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos fue del 12,1% para *?5I-TSH.

Tabla 7: Efecto de los sueros de varios pacientes sobre la union de los tubos recubiertos con TSHR
marcados con TSH, 16E5y 14D3

% Inhibicion de union a tubos recubiertos con TSHR 2 usando:
Muestra de prueba 125 TgH 125|_16E5 125 14pD3
G42/5 87 71 77
G42/10 82 56 51
G42/20 70 34 24
D1/10 2 3 2
D1/100 -2 3 0
D2/10 1 1 -7
D2/100 -2 0 0
A1/10 -1 3 2
A1/100 -1 3 -1
A2/10 5 3 5
A2/100 1 3 1
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Notas al pie de la Tabla 7:

1 El suero G42 es de un paciente con enfermedad de Graves;

los sueros D1y D2 pertenecen a pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (positivos para autoanticuerpos contra la
descarboxilasa del acido glutamico);

los sueros Al y A2 pertenecen a pacientes con enfermedad de Addison (positivos para autoanticuerpos esteroides
21-hidroxilasa)

Todas las muestras de prueba se diluyeron en un conjunto de suero de donantes de sangre sanos y el factor de
dilucién se mostr6 como/5, /10, /20 o /100

2 |la inhibicién de la unién se calculé usando la férmula:

A
% de inhibicion = 100 — (Exmo)
donde

A = union en presencia de suero de prueba;
B = media de union en presencia de sueros de donantes de sangre sanos

Tabla 8: Efecto de los sueros de pacientes sobre la uniéon de TSHR a tubos recubiertos con 16E5 F(ab):

';’ﬁ':g:'lde TSHR marcada con'?®l-4E31 unida a tubos recubiertos Inhibit.:i,ér; de | Inhibicion de la union
con 16E5 F(ab)2 (% de recuentos totales afiadidos) union de TSH (%)
G43 1,8 91,4 72,3
G44 4.8 77,2 45,1
G45 3,0 85,6 71,8
G46 2,0 90,2 83,8
Ga7 1,8 91,4 75,3
NSF 10 17,8 14,4 <14
NSF 17 14,8 29,1 <14
NSF 21 13,5 34,9 <14

Notas al pie de la Tabla 8:

1 Los sueros G43-47 pertenecen a pacientes con enfermedad de Graves;
Los sueros NSF pertenecen a donantes de sangre sanos

2 la inhibicién de la unién se calculé usando la férmula:

A
% de inhibicién = 100 — (§x100)
donde

A = unién a 4E31 en presencia de suero de prueba;
B = media de unién a 4E31 marcada para sueros de donantes de sangre sanos (15,4%)

3 La inhibicion de la unién a TSH > 14% es positiva; Procedimiento de PEG utilizado

Tabla 9: Efecto de los sueros de pacientes en la uniéon de TSHR a tubos recubiertos con 14D3 F(ab)2

125 :
Material de tT)_SHR marcffg;‘;” . "4(53; unida a tubos | Inhibicién Inhibicién de la
Pruebal recubiertos con ~(a _)2 (% de recuentos totales de unién2 union de TSH (%)
afadidos)

Suero A 4,0 70 72

Suero B 6,9 49 40

Suero C 3,0 78 85

Suero D 2,6 81 80

NSF 5 15,1 -12 <14

NSF 17 14,6 -9 <14
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125 :

Material de TSHR marcada con™*|-4E31 unida a tubos Inhibicion Inhibicién de la

Pruebal recubiertos con 14D3 Ii(ab)z (% de recuentos totales de unién2 union de TSH (%)?
afadidos)

NSF 21 12,0 10 <14

NSF 23 11,8 12 <14

Notas al pie de la Tabla 9:
! Los sueros A-D pertenecen a pacientes con enfermedad de Graves;
Los sueros NSF pertenecen a donantes de sangre sanos
2 |la inhibicién de la unién se calculé usando la férmula:

A
% de inhibicién = 100 — (§x100)

donde

A = unién de 4E31 marcada en presencia de suero de prueba,
B = media de union de 4E31 marcada para sueros de donantes de sangre sanos (15,4%)

3 La inhibicion de la unién a TSH > 14% es positiva; Procedimiento de PEG utilizado

IgG (100 ug/ml) % de inhibicién | Regién del epitopo (aa)
16E5 70,4 j
17D3 68,8 j
14D3 67,6 j
17D2 69,2 j
- e ~roglobuina
5D6 -ve 22-41
8E2 -ve 22-41
4B5 7,1 22-41
10C4 -ve 37-56
10D5 -ve 37-71
4D2 -ve 37-71
2E2 -ve 52-71
1D6 -ve 202-221
7B5 -ve 202-221
16B6 -ve 202-221
3C3 11,2 202-236
4B4 -ve 217-236
4E4 -ve 217-236
8D3 -ve 217-236
6D7 -ve 217-236
18C5 15,7 246-260
3C7 17 246-260
4D7 24,2 246-260
3B3 8,8 277-296
5B5 -ve 307-326

Tabla 10. Inhibicion de la unién de Fap 1251-16E5 a TSHR mediante MAb de TSHR
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19G (100 pg/ml)

% de inhibicién

Regién del epitopo (aa)

4E6 -ve 307-326
6E2 -ve 322-341
9C2 -ve 322-341
6B4 -ve 337-356
3E4 -ve 337-371
3F3 -ve 352-371
3B2 -ve 352-371
7C2 -ve 367-386
2B4 -ve 381-385
3E6 54 381-385
8E3 4,8 381-385
7C4 -ve 381-385
1D5 4,2 381-385
4E2 -ve 381-385
3D3 -ve 382-401
2C4 -ve 382-401
10C2 -ve 382-401
7ES5 -ve 382-401
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo monoclonal o recombinante o un fragmento del mismo para un receptor de TSH, anticuerpo o
fragmento del mismo que es capaz de unirse a un receptor de TSH para estimular el receptor de TSH,
anticuerpo monoclonal o recombinante o fragmento del mismo que comprende:

una cadena pesada de anticuerpo (HC) codificada por una secuencia de polinucleétidos que comprende CDR
I, CDR Il y CDR Ill como se muestra en la Figura 30 emparejada con una cadena ligera de anticuerpo (LC)
codificada por una secuencia de polinucleétidos que comprende CDR |, CDR Il y CDR lll como se muestra
en la Figura 32 para proporcionar un sitio de uniéon de anticuerpo que comprende ambas cadenas pesada y
ligera; o una cadena pesada (HC) de anticuerpo codificada por una secuencia de polinucleétidos que
comprende CDR I, CDR Il y CDR Il como se muestra en la Figura 34 junto con una cadena ligera de
anticuerpo (LC) codificada por una secuencia de polinucleétidos que comprende CDR |, CDR Il y CDR Il
como se muestra en la Figura 36 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que comprende ambas
cadenas pesada y ligera; o una cadena pesada (HC) de anticuerpo codificada por una secuencia de
polinucleétidos que comprende GDR |, GDR Il y GDR Ill como se muestra en la Figura 38 junto con una
cadena ligera de anticuerpo (LC) codificada por una secuencia de polinucleotidos que comprende CDR |1,
CDR Il y CDR lll, como se muestra en la Figura 40, para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que
comprende ambas cadenas pesada y ligera.

Un anticuerpo monoclonal o recombinante o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende un dominio Fab, que comprende:

una cadena pesada de anticuerpo (HC) codificada por una secuencia de polinucle6tidos como se muestra en
la Figura 30 emparejada con una cadena ligera de anticuerpo (LC) codificada por una secuencia de
polinucledtidos como se muestra en la Figura 32 para proporcionar un sitio de unién de anticuerpo que
comprende ambas cadenas pesada y ligera; o una cadena pesada de anticuerpo (HC) codificada por una
secuencia de polinucleétidos como se muestra en la Figura 34 emparejada con una cadena ligera de
anticuerpo (LC) codificada por una secuencia de polinucledtidos como se muestra en la Figura 36 para
proporcionar un sitio de union de anticuerpo que comprende ambas cadenas pesada y ligera ; o una cadena
pesada (HC) de anticuerpo codificada por una secuencia de polinucleétidos como se muestra en la Figura 38
emparejada con una cadena ligera de anticuerpo (LC) codificada por una secuencia de polinucle6tidos como
se muestra en la Figura 40 para proporcionar un sitio de union de anticuerpo que comprende ambas cadenas
pesada y ligera.

Un anticuerpo monoclonal o recombinante o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2 para uso en terapia.

Un anticuerpo monoclonal o recombinante o fragmento del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacion
3, en el que el uso es para tratar el cancer de tiroides.

Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, junto con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables para el mismo.

Una combinacion que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 2, y un agente adicional capaz de estimular el tejido tiroideo y/o tejido que contiene
un receptor de TSH, para uso simultdneo, separado o secuencial en la estimulacion del tejido tiroideo y/o
tejido que contiene un receptor de TSH en el que dicho agente adicional es TSH humana recombinante.
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MREPTPLLOLALLLALPRSLGGKGCPSPPCECHQEDDFRVT Mayoria

1 MRPADLLOLVLLLDLPRDLGGMGCSSPPCECHQEEDFRVT HTSHR. PRO
1 MSLTPLLOLALVLALPRSLRGKGCPSPPCECHQEDDFRVT PTSHR, PRO
1 MRPTPLLRLALFLVLPSSLGGERCPSPPCECRQEDDFRVT BTSHR. PRO
1 MROTPLLOLALLLSLPRSLGGKGCPSPPCECHQEDDFRVT CTSHR. PRO
1 MRPPPLLHLALLLALPRSLGGKGCPSPPCECHQEDDFRVT DISHR. PRO
1 MRPGSLLLLVLLLALSRSLRGKECASPPCECHQEDDFRVT MTSHR. PRO
1 MRPGSLLOLTLLLALPRSLWGRGCTSPPCECHQEDDFRVT RTSHR, PRO
1 MRFTPLLRLALLLVLPSSLWGERCFSPPCECRQEDDFRVT STSHRP. FRO
CKDIHRIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIéSRAFSNLPNISR Mayoria
41 CKDIQRIPSLPPSTQTLKLIETHLRTIPSHAFSNLPNISR HTSHR. PRO
41 CKDIHSIPPLPPNTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISR PTSHR. PRO
41 CKDIQSIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISR BTSHR. PRO
41 CKDIHRIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISR CTSHR. PRO
41 CKDIHRIPTLPPSTQTLKFIETQLKTIPSRAFSNLPNISR DTSHR, PRO
11 CKELHRIPSLPPSTQTLKLIETHLKTIPSLAFSSLPNISR MTSHR. PRO
41 CKELHQIPSLPPSTQTLKLIETHLKTIPSLAFSSLPNISR RTSHR.PRO
41 CKDIQRIPSLPPSTQTLKFIETHLEKTIPSRAFSNLPNISR STSHRP. PRO
IYLSIDATLQQLESHSEYNLSKMTHIEIRNTRSLTYIDPG Mayoria
81 IYVSIDVTLQQLESHSFYNLSKVTHIEIRNTRNLTYIDED HTSHR. PRO
81 IYLSIDATLQQLESQSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYINEG PTSHR. PRO
81 IYLSIDATLQQLESHSEYNLSKVTHIEIRNTRSLTYIDSG BTSHR. PRO
81 IYLSIDATLOQRLESHSTFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYIDPG CTSHR. PRO
81 IYLSIDATLQRLESHSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTSIDFD DTSHR. PRO
81 IYLSIDATLORLEPHSEFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYIDED MTSHR, PRO
81 IYLSIDATLQRLEPHSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYIDFD RTSHR,PRO
81 IYLSIDATLQQLESHSFYNLSKVTHIEIRNTRSLTYIDSG STSHRP. PRQO
ALKELPLLKFLGIFNTGLRVFPDLTKVYSTDVFFILEITD Mayoria
121 ALKELPLLKFLGIFNTGLKMFPDLTKVYSTDIFFILEITD HTSHR. FRO
121 ALKDLPLLKFLGIFNTGLRIFPDLTRVYSTDVFFILEITD PTSHR. PRO
121 ALKELPLLKFLGIFNTGLRVEPDLTKIYSTDVFFILEITD BTSHR. FRO
124, ALKELPLLEFLGIFNTGLGVFPDLTKVYSTDVEFILEITD CTSHR. PRO
121 ALKELPLLKFLGIFNTGLGVEPDVTKVYSTDVFFILEITD DTSHR. PRO
121 ALTELPLLKFLGIFNTGLRIFPDLTKIYSTDIFFILEITD MTSHR. PRO

Fig 1
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ALTELPLLKFLGIFNTGLRIFPDLTKIYSTDVFFILEITD
ALKELPLLKFLGIFNTGLRVFPDLTKIYSTDVFFILEITD

NPYMTSIPANAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSIQGHAFNGT

NPYMTSIPFVNAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSVQGYAFNGT
NPYMTSIPANAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSVQGHAFNGT

NPYMTSIPANAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSIQGHAFNGT

NPYMTSIPANAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSIQGHAFNGT
NPYMASIPANAFQGLCNETLTLKLYNNGEFTSIQGHEAFNGT
NPYMTSVPENAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSVQGHAFNGT
NPYMTSVPENAFQGLCNETLTLKLYNNGFTSIQGHAFNGT
NPYMTSVPANAFQGLSNETLTLKLYNNGFTSIQGHAFNGT
Fig 1
continuacion
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RTSHR. PRO
STSHRP. PRO
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HTSHR. PRO
PTSHR. PRO
BTSHR. PRO
CTSHR. PRO
DTSHR. PRO
MTSHR, PRO
RTSHR. PRO
STSHRP. PRO
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ATGAGGCCGACGCCCCTGCTGCAGCTGGCGCTGCTTCTCG

ATGAGGCAGACGCCCCTGCTGCAGCTGGCGTTACTTCTCT
ATGCGGCCGACGCCCCTCCTGCGGCTGGCGCTGTTTCTGG
ATGAGGCCGCCGCCCCTGCTGCACCTGGCGCTGCTTCICG
ATGAGGCCAGGGTCCCTGCTGCTGCTTGTTCTGCTGCTCG
ATGAGTCTGACGCCCCTGTTGCAGCTGGCGCTCGTTCTCG
ATGAGGCCAGGGTCCCTGCTCCAGCTCACTCTGCTGCTICG
ATGCGGCCGACGCCCCTCCTGCGGTTGGCGCTGCTTCTGG
ATGAGGCCGGCGGACTTGCTGCAGCTGGTGCTGCTGCTCG

CCCTGCCCAGGAGCCTIGGGGGGEAAGGGGTGTCCGETICTICC

CCCTGCCCAGGAGCCTGGGGGGGAAAGGGTGTCCGTCTCC
TCCTGCCCAGCAGCCTCGGTGGGGAGAGGTGTCCGTCTCC
CCCTGCCCAGGAGCCTGGGGGGGAAGGGGTGTCCTTCTCC
CCCTGTCCAGGAGCCTGCGGGGCARAGAGTGTGCGTCTCC
CCCTGCCCAGGAGCCTCAGGGGGARAGGGTGTCCGTCTCC
CCCTGCCCAGGAGCCTCTGGGGCAGAGGGTGTACTTCTCC
TCCTGCCCAGCAGCCTCTGGGGGGAGAGGTGTCCGTCTCC
ACCTGCCCAGGGACCTGGGCGGAATGGGGTGTTCGTCICC

GCCCTGCGAGTGCCACCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC

GCCCTGCGAGTGTCACCAGGRAGATGACTTCAGAGTCACC
GCCCTGCGAATGCCGCCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC
CCCCTGTGAGTGCCACCAGGAGGATGACTTCAGAGTCACC
ACCCTGTGAGTGTCACCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC
GCCCTGCGAATGCCACCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC
ACCCTGCGAATGCCACCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC
GCCCTGCGAATGCCGCCAGGAGGACGACTTCAGAGTCACC
ACCCTGCGAGTGCCATCAGGAGGAGGACTTCAGAGTCACC

TGCAAGGATATCCACCGCATCCCCAGCTTACCGCCCAGCA

TGCAAGGATATTCACCGTATCCCCAGCCTACCGCCCAGCA
TGCAAGGACATCCAGAGCATCCCTAGCTTACCCCCCAGCA
TGCAAGGATATCCACCGCATCCCCACCCTACCACCCAGCA
TGCAAGGAGCTCCACCGAATCCCCAGCCTGCCGCCCAGCA
TGCAAGGATATCCACAGCATCCCCCCCTTACCACCCAATA
TGCAAGGAACTCCACCARATCCCCAGCCTACCGCCCAGCA
TGCAAGGACATCCAGCGCATCCCTAGCTTACCCCCCAGCA
TGCAAGGATATTCAACGCATCCCCAGCTTACCGCCCAGTA

CGCAGACTCTGAAGTTTATAGAGACTCATCTGARRACCAT

CGCAGACTCTGAARATTTATAGAGACTCATCTGAAAACCAT
CGCAGACCCTGAAGTTTATAGAGACTCATCTGAAAACCAT
CGCAGACTCTGAAGTTTATAGAGACTCAGCTGAAAACCAT
CCCAGACTCTGAAGCTCATCGAGACTCATCTGAAGACCAT
CTCAGACACTAAAGTTTATAGAGACTCATCTGAARACCAT
CCCAGACTCTGAAGCTCATCGAGACTCACCTGRAAGACCAT
CGCAGACCCTGAAGTTTATAGAGACTCATCTGAAAACCAT
CGCAGACTCTGAAGCTTATTGAGACTCACCTGAGAACTAT

Fig 2
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CAT.SEQ
COW.SEQ
DOG. SEQ
MOUSE . SEQ
PTSHR. SEQ
RAT.SEQ
SHEEP.SEQ
HTSHR.SEQ
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ES 2732276 T3

TCCCAGTCGTGCATTTTCAAATCTGCCCAATATTTCCAGG

TCCCAGTCGTGCATTTTCARATCTGCCCAATATTTCCAGG
TCCCAGTCGTGCGTICTICARATCTGCCCAATATTTCCAGG
TCCCAGTCGTGCATTTTCARATCTGCCCAATATTTCCAGG
ACCCAGTCTTGCATTTTCGAGTCTGCCCAATATTTCCAGG
CCCCAGTCGTGCATTTTCAAATCTGCCCAATATTTCCAGG
TCCCAGTCTTGCCTITTICGAGCCTGCCCAATATTTCCAGG
TCCCAGTCGTGCGTTCTCARATTTGCCCAATATTTCCAGG
TCCAAGTCATGCATTTTCTAATCTGCCCAATATTTCCAGA

ATCTACTTGTCAATAGATGCAACTCTGCAGCGGCTGGAAT

ATCTACTTGTCRAATAGATGCAACTCTGCAGCGACTGGAAT
ATCTACTTGTCAATAGATGCAACTCTGCAGCAGCTGGAAT
ATCTACTTGTCAATAGATGCAACTCTGCAGCGGCTGGAAT
ATCTATTTATCTATAGATGCAACTCTGCAGCGGCTGGAAC
ATCTACCTGTCRAATAGATGCAACTCTACAGCAGCTGGAAT
ATCTATCTATCCATAGATGCCACTCTGCAGCGACTGGAGC
ATCTACTTGTCAATAGATGCGACTTTGCAGCAACTGGAAT
ATCTACGTATCTATAGATGTGACTCTGCAGCAGCTGGAAT

CACATTCCTTCTACAATTTG

CACATTCCTTCTACAATTTG
CACATTCCTTCTACAATTTA
CACATTCCTTCTACAATTTA
CACATTCTTTCTACAATTTG
CACAGTCCTTCTACAATTTG
CACATTCTTTCTACAATTTG
CACATTCCTTCTACAATTTA
CACACTCCTTCTACAATTTG
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TKLDAVYLNKNKYLTAIDKDAFGGVYSGPTLLDVSYTSVT Mayoria

200 TKLDAVYLNKNKYLTVIDKDAFGGVYSGPSLLDVSQTSVT HTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTVIDKDAFGGVFSGPTLLDVSYTSVT PTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTVIGODAFAGVYSGPTLLDISYTSVT BTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTAIDQDAFGGVYSGPTLLDVSYTSVT CTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLSAIDKDAFPGGVYSGPTLLDVSYTSVT DTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTAIDNDAFGGVYSGPTLLDVSSTSVT MTSHR. PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTAIDKDAFGGVYSGPTLLDVSSTSVT RTSHR.PRO
200 TKLDAVYLNKNKYLTVIDQDAFAGVYSGPTLLDISYTSVT STSHRP. PRO

ALPSKGLEHLKELIARNTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSY Mayoria

240 ALPSKGLEHLKELIARNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSY HTSHR. PRO
240 ALPPKGLEHLKELIARNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSY PTSHR. PRO
240 ALPSKGLEHLKELIARNTWILRKLPLSLSFLELTRADLSY BTSHR. PRO
240 ALPSKGLEHLKELIARNTWTLKKLPLTLSFLHLTRADLSY CTSHR. PRO
240 ALPSKGLEHLKELIARNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSY DTSHR. PRO
240 ALPSKGLEHLKELIAKDTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSY MTSHR. PRO
240 © ALPSKGLEHLKELIAKNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSY RTSHR.PRO
240 ALPSKGLEHLKELIARNTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSY STSHRP. PRO
PSHCCAFKNQKKIRGILESLM Mayoria

280 PSHCCAFKNQKKIRGILESLM HTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILESLM PTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILQSLM BTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILESFM CTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILESLM DTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILESLM . MTSHR. PRO
280 PSHCCAFKNQKKIRGILESLM RTSHR. PRC
280 PSHCCAFKNQKNIRGILQSLM STSHRP. PRO
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TCTTACACCAGTGTCACTGCCCTTCCATCCARAGGCCTGG

TCTTACACCAGTIGTCACTGCCCTGCCATCCARAGGCCTGE
TCTTATACCAGTGTCACAGCCCTACCATCCAAAGGCCTGG
TCTTACACCAGTGTTACTGCCCTGCCATCCAAAGGCCTGG
TCTTCCACCAGCGTCACTGCCCTTCCTTCCAAAGGCCTGG
TCTTATACCAGTIGTTACTGCCCTGCCACCCAAAGGCCTGE
TCTTCCACCAGCGTTACTGCTCTTCCTTCCAAAGGCCTGG
TCTTATACCAGTGTCACTGCCCTACCATCCAAAGGCCTGG
TCTCAAACCAGTGTCACTGCCCTTCCATCCAAAGGCCTGG

AGCACCTGAAGGAACTGATAGCAAGARACACTTGGACTCT

AGCACCTGAAGGAATTGATAGCAAGARACACTTGGACTCT
ARCACCTGRAAGGAATTGATAGCAAGARACACTTGGACTCT
AGCATCTAAAGGAGCTGATAGCAAGARACACTTGGACTCT
AGCACCTCAAAGAACTGATCGCAAAAGACACCTGGACTCT
AACACCTGAAGGAACTGATAGCAAGAAATACTTGGACTCT
AGCACCTCAAAGAGCTGATCGCGAAGAACACCTGGACTCT
AACACCTGAAGGAATTGATAGCAAGAARRCACTTGGACTCT
AGCACCTGAAGGAACTGATAGCAAGAAACACCTGGACTCT

AARGAAACTTCCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACA

ARAGAAACTTCCACTTACCTTGAGTTTICCTTCACCTCACA
ARGGAAACTTCCTCTTTCCTTGAGTTICCTTCACCTCACA
AARGAAACTCCCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTTACA
CARAAAGCTCCCGCTGTCGTTGAGTTTCCTCCACCTCACT
AARGAAACTTCCACTGTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACA
CARAAAGCTCCCCCTGTCCTTGAGCTTCCTCCACCTCACT
AAAGAAACTTCCTCTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACA
TAAGAAACTTCCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACA

CGGGCTGACCTTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTA

CGGGCTGACCTTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTA
CGGGCTGACCTTTCTTATCCGAGCCACTGCTGCGCTTTTA
CGGGCTGACCTTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTITTA
CGGGCTGACCTCTCTTACCCGAGCCACTGCTGCGCTTTTA
CGAGCTGACCTTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTA
CGGGCTGACCTCTCTTACCCAAGTCACTGCTGTGCTTTTA
CGGGCTGACCTTTCTTATCCGAGCCACTGCTGTGCTTTTA
CGGGCTGACCTTTCTTACCCAAGCCACTGCTGTGCCTITTA

AGAATCAGAAGAARATCAGAGGAATCCTTGAGTCTTTAAT

AGRAATCAGRAAGAAAATCAGAGGRATCCTTGAGTCCTTCAT
AGAATCAGAAGAARATCAGAGGAATCCTTCAGTCTTTAAT
AGAATCAGAAGAAARATCAGAGGAATCCTTGAGTCCTTAAT
AGRACCAGAAGAAAATCAGGGGAATCCTGGAGTCTTTGAT
AGAATCAGAAGAAGATCAGAGGAATCCTTGAGTCTTTAAT
AGRACCAGAAGAARATCAGGGGAATCCTAGAGTCTTTGAT
AGAATCAGAAGAATATCAGAGGAATCCTTCAGTCTTTAAT
AGAATCAGAAGAARATCAGAGGAATCCTTGAGTCCTTGAT

Fig 4
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KELIARNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ Mayoria

250 KELIARNTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ HTSHR. PRO
250 KELIARNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ PTSHR. PRO
250 KELIARNTWTLRKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ BTSHR. PRO
250 KELIARNTWILKKLPLTLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ CTSHR. PRO
250 KELIARNTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ DTSHR. PRO
250 KELIAKDTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ MTSHR. PRO
250 KELIARKNTWTLKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ RTSHR.PRO
250 KELIARNTWILKKLPLSLSFLHLTRADLSYPSHCCAFKNQ STSHRP. PRO

KKIRGILESLMCNESSIRSLROQRESVNALNGPFYQEYEED Mayoria

290 KKIRGILESLMCNESSMQSLRQRKSVNALNSPLHQEYEEN HTSHR. PRO
290 KKIRGILESLMCNESSIRSLRORKSVNAVNGPFYQEYEED PTSHR. PRO
290 KKIRGILOSLMCNESSIRGLRORKSASALNGPEFYQEYEDX BTSHR. PRO
290 KKIRGILESFMCNDSSIRSLROQRKSVNALNGPFDQEYEEY CTSHR. PRO
290 KKIRGILESLMCNESSIRSLROQRKSVNTLNGPFDQEYEEY DTSHR. PRO
290 KKIRGILESLMCNESSIRNLROQRKSVNILRGPIYQEYEED MTSHR. PRO
290 KKIRGILESLMCNESSIRNLRQRKSVNVMRGPVYQEYEEG RTSHR.PRO
290 KNIRGILOSLMCNESSIWGLRORKSASALNGPFYQEYEED STSHRP. PRO

LGDSSAGYKENSKFQDTHSNSHYYVFFEEQEDEIIGFGQE Mayoria

330 LGDSIVGYKEKSKFQDTHNNAHYYVFFEEQEDEIIGFGOE HTSHR. PRO
330 LGDTSVGNKENSKFQDTHSNSHYYVFFEEQEDEIIGFGOE PTSHR. PRO
330 LGDGSAGYKENSKFODTQOSNSHYYVFFEEQEDEIIGFGOQ BTSHR. PRO
330 LGDSHAGYKDNSKFODTRSNSHYYVEFFEEQXDEILGFGOE CTSHR. PRO
330 LGDSHAGYKDNSQFQDTDSNSHYYVFFEEQEDEILGFGOE DTSHR. PRO
330 PGDNSVGYKONSKFQESPSNSHYYVFFEEQEDEWGEFGOE MTSHR. PRO
330 LGDNHVGYKONSKFQEGPSNSHYYVFFEEQEDEIIGFGQE RTSHR.PRO
330 LGDGSAGYKENSKFQDTHSNSHYYVFFEDQEDEIIGFGOE STSHRP. PRO

LKNPQEETLOAFDSHYDYTVCGGSEDMVCTPKSDEFNPCE  Mayoria

370 LENPQEETLQAFDSHYDYTICGDSEDMVCTPKSDEFNPCE HTSHR. PRO
370 LENPQEETLOAFDSHYDYTVCGGSEDMVCTPKSDEEFNPCE PTSHR. PRO
370 LENPQEETLOAFDSHYDYTVCGGSEDMVCTPKSDEFNPCE BTSHR. PRO
30 LENPQEETLQAFDSHYDYTVCGGNEDMVCTPKSDEFNPCE CTSHR. PRO
370 LENPQEETLOAFDSHYDYTVCGGNEDMVCTPKSDEFNPCE DTSHR. PRO
370 LENPQEETLOAFESHYDYTVCGDNEDMVCTPKSDEFNPCE MTSHR. PRO
370 LENPQEETLOAFDSHYDYTVCGDNEDMVCTPKSDEFNPCE RTSHR.PRO
370 LENPQEETLOAFDNHYDYTVCGGSEEMVCTPKSDEFNPCE STSHRP. PRO

DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVFVLVILLTSHYKLTVP  Mayoria

410 DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVFVLLILLTSHYKLNVP HTSHR. PRO
410 DIMGYRFLRIWWFVSLLALLGNVFVLVILLTSHYKLTVP PTSHR. PRO
410 DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVFVLVILLTSHYKLTVP BTSHR. PRO
410 DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVFVLIILLTSHYKLTVP CTSHR. PRO
410 DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVEFVLIVLLTSHYKLTVP DTSHR. PRO
410 DIMGYRFLRIWWFVSLLALLGNIFVLLILLTSHYKLTVP MTSHR. PRO
410 DIMGYKFLRIWWIVSPMALLGNVIVLEVLLTSHYKLTVP RTSHR.PRO
410 DIMGYKFLRIWWFVSLLALLGNVFVLVILLTSHYKLTVP STSHRP. PRO
Fig 5
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GGAACTGATAGCAAGAAACACTTGGACTCTAARAGAAACTT

GGAATTGATAGCAAGAAACACTTGGACTCTAAAGAAACTT
GGAATTGATAGCAAGAAACACTTGGACTCTAAGGAARCTT
GGAGCTGATAGCAAGAAACACTTGGACTCTAAAGAARCTC
AGAACTGATCGCAAAAGACACCTGGACTCTCAAARAGCTC
GGAACTGATAGCAAGAAATACTTGGACTCTAAAGAARCTT
AGAGCTGATCGCGRAGAACACCTGGACTCTCAAARAAGCTC
GGAATTGATAGCAAGAAACACTTGGACTCTAAAGAAACTT
GGAACTGATAGCAAGAAACACCTGGACTCTTAAGAARACTT

CCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGGGCTGACC

CCACTTACCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGGGCTGACC
CCTCTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGGGCTGACC
CCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTTACACGGGCTGACC
CCGCTGTCGTTGAGTTTCCTCCACCTCACTCGGGCTGACC
CCACTGTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGAGCTGACC
CCCCTGTCCTTGAGCTTCCTCCACCTCACTCGGGCTGACC
CCTCTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGGGCTGACC
CCACTTTCCTTGAGTTTCCTTCACCTCACACGGGCTGACC

TTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTAAGAATCAGAA

TTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTAAGAATCAGAA
TTTCTTATCCGAGCCACTGCTGCGCTTTTAAGAATCAGAA
TTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTAAGAATCAGAA
TCTCTTACCCGAGCCACTGCTGCGCTTTTAAGAACCAGAA
TTTCTTATCCAAGCCACTGCTGTGCTTTTAAGAATCAGAA
TCTCTTACCCAARGTCACTGCTGTGCTTTTAAGRACCAGAR
TTTCTTATCCGAGCCACTGCTGTGCTTITTAAGAATCAGAA
TTTCTTACCCAAGCCACTGCTGTGCCTTTAAGAATCAGAR

GAAAATCAGAGGAATCCTTGAGTCTTTAATGTGTAATGAG

GRAAAATCAGAGGAATCCTTGAGTCCTTCATGTGTAATGAC
GARAATCAGAGGAATCCTTCAGTCTTTAATGTGTAACGAG
GARAATCAGAGGAATCCTTGAGTCCTTAATGTGTAATGAA
GAAAATCAGGGGAATCCTGGAGTCTTTGATGTGTAATGAG
GAAGATCAGAGGAATCCTTGAGTICTTTAATGTGTAATGAG
GAAAATCAGGGGAATCCTAGAGTCTTTGATGTGTAATGAG
GAATATCAGAGGAATCCTTCAGTCTTTAATGTGTAACGAG
GAARATCAGAGGAATCCTTGAGTCCTTGATGTGTAATGAG

AGCAGTATTCGGAGCCTGCGTCAGAGAAARATCTGTGAATG

AGCAGTATTCGGAGCCTGCGTCAGAGARAATCTGTGAATG
AGCAGTATTCGGGGCCTGCGTCAGAGAAAATCCGCAAGTG
AGCAGTATTCGGAGCCTGCGCCAGAGAAAATCTGTGAATA
AGCAGTATCCGGAACCTTCGTCAAAGGAAATCAGTGAACA
AGCAGTATTCGGAGCCTGCGTCAGAGAAAATCTGTGAATG
AGTAGTATCCGGAACCTGCGTCAAAGAAAGTCAGTGAACG
AGCAGTATTTGGGGCCTGCGTCAGAGRAAAATCCGCGAGTG
AGCAGTATGCAGAGCTTGCGCCAGAGARAATCTGTGAATG
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CTTTGAATGGTCCCTTCTACCAGGAATATGAAGAGGATCT

CTTTGAATGGTCCCTTCGACCAGGAATATGAAGAGTATCT
CTTTGAATGGTCCCTTCTACCAGGAATATGAGGATNNNCT
CTTTGAATGGCCCCTTTGACCAGGAATATGAAGAGTATCT
TCTTGAGGGGTCCCATCTACCAGGAATATGAAGAAGATCC
CTGTAAATGGTCCCTTTTACCAAGAATATGAAGAGGATCT
TCATGAGGGGTCCCGTCTACCAGGAATATGAAGAAGGTCT
CTTTGAATGGTCCCTTCTACCAGGAATATGAAGAGGATCT
CCTTGARATAGCCCCCTCCACCAGGAATATGAAGAGAATCT

GGGTGACAGCAGTGTTGGGTACAAGGARRACTCCAAGTTC

AGGTGACAGCCATGCTGGATATAAGGACAACTCTAAGTTC
GGGTGATGGCAGTGCTGGGTACARGGAGRAACTCCAAGTTC
GGGTGACAGCCATGCTGGGTACAAGGACAACTCTCAGTTC
GGGTGACAACAGTGTTGGGTACARACAARACTCCAAGTTC
GGGCGACACGAGTGTITGGGAATARGGARRACTCCAAGTTIC
GGGTGACAACCATGTTGGGTACARACAARACTCCAAGTTC
GGGTGATGGCAGTGCTGGGTACAAGGAGRACTCCAAGTTC
GGGTGACAGCATTGTTGGGTACAAGGARAAGTCCAAGTTC

CAGGATACCCATAGCAACTCTCATTATTATGTCTTCTTTG

CAGGATACTCGCAGCAACTCTCATTATTATGTCTICTTTG
CAAGATACCCAAAGCAACTCTCATTACTATGTCTTCTITTG
CAGGATACCGATAGCAATTCTCATTATTATGTCTTCTTCG
CAGGAGAGCCCARGCAACTCTCACTATTACGTCTTICTTTG
CAGGATACCCATAGCAACTCCCATTACTACGTCTTICITTG
CAGGAGGGCCCARAGCAACTCTCACTATTACGTCTTICTTTG
CAAGATACCCACAGCAACTCTCATTACTATGTCTTCTITTG
CAGGATACTCATAACAACGCTCATTATTACGTCTTCTITTG

ARGAACAAGAGGATGAGATCATTGGTTTTGG

AAGAACAANNNGACGAGATCCTTGGTTTTGG
AGGAGCAAGAAGATGAGATCATCGGTTTTGG
AAGAACAAGAAGATGAGATCCTCGGTTTTGG
AAGAACAAGAGGATGAGGTCGTTGGTTTCGG
AAGAACAAGAGGATGAGATCATTGGTTTTGG
AAGAACAAGAGGACGAGATCATCGGTTTCGG
AGGATCAAGAAGATGAGATCATCGGTTTTGG
AAGAACAAGAGGATGAGATCATTGGTTTTGG

Fig 6
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SHYYVFFEEQEDEI IGFGQELKNPREETLOAFDSHYDYTV

AHYYVFFEEQEDE I IGFGQELKNPQEETLOAFDSHYDYTI
SHYYVFFEEQEDE I IGFGQELKNPQEETLQAFDSHYDYTV
SHYYVFFEEQEDE I IGFGQQLKNPQEETLQAFDSHYDY TV
SHYYVFFEEQXDEILGFGQELKNPQEETLOAFDSHYDYTV
SHYYVFFEEQEDEILGFGQELKNPQEETLQAFCSHYDYTV
SHYYVFFEEQEDEVVGFGQELKNPQEETLQAFESHYDY TV
SHYYVFFEEQEDEI IGFGOELKNPOEETLOAFDSHYDY TV
SHYYVFFEDQEDEI IGFGOELKNPQEETLQAFDCNHYDY TV

CGGSEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLRIVVWFVSLLAL

CGDSEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLRIVVWFVSLLAL
CGGSEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYRFLRIVVWFVSLLAL
CGGSEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLRIVVWEFVSLLAL
CGGNEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLRIVVWEVSLLAL
CGGNEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLRIVVWEVSLLAL
CGDNEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYRFLRIVVWEVSLLAL
CGDNEDMVCTPKSDEFNPCEDIMGYKFLR&VVWFVSPMAL
CGGSEEMVCTPKSDEFNPCEDIMGCYKFLRIVVWEVSLLAL

LGNVIVLVILLT SHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGMYLLL

LGNVFVLLILLTSHYKLNVPRFLMCNLAFADFCMGMYLLL
LGNVFVLVILLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGMYLLL
LGNVEVLVILLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGLYLLL
LGNVFVLIILLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGMYLLL
LONVEVLIVLLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGMYLLL
LGNIFVLLILLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGVYLLL
LGNVEVLFVLLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGVYLLL
LGNVFVLVILLTSHYKLTVPRFLMCNLAFADFCMGLYLLL

IASVDLYTHSEYYNHAIDWQTGPGCNTAGEF

LIASVDLYTHSEYYNHAIDWOQTGPGCNTAGEF
IASVDLYTQSEYYNHAIDWOQTGPGCNTAGEF
IASVDLYTQSEYYNHAIDWQTGPGCNTAGFF
IASVDLYTHSEYYNHAIDWQTGPGCNAAGET
IASVDLYTHSEYYNHAIDWQTGPGCNTAGEF
IASVDLYTHSEYYWHAIDWQTGPGCNTAGEF
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470 TASVDLYTHTEYYNHAIDWQTGPGCNTAGFEFF
470 IASVDLYTQSEYYNHAIDWQTGPGCNTAGEF
Fig7
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GCCAAGAGCTCARAAACCCCCAGGARAGAGACCCTCCAGGC

GCCAGGAGCTTAAARAACCCACAAGAAGAGACCCTACAGGC
GCCAACAGCTCAARAACCCCCAGGAGGAGACCCTGCAGGC
GGCAGGAGCTTAAAAACCCACAGGAAGAGACCCTCCAGGC
GCCAAGAGCTCAAARAATCCTCAGGAAGAGACTCTCCAAGC
GCCAAGAGCTCAARAACCCCCAGGAAGAGACCCTCCAGGC
GCCAAGAGCTCARARAATCCTCAGGAAGAGACTCTCCAAGC
GCCAAGAGCTTAARAACCCCCAGGAGGAGACCCTGCAGGC
GCCAGGAGCTCAARAMCCCCCAGGAAGAGACTCTACAAGC

CTTTGACAGCCATTATGACTACACCGTGTGTGGGGGCAGT

CTTCGATAGCCATTATGACTACACTGTGTGTGGAGGCAAT
CTTTGACAGCCATTACGACTATACCGTGTGTGGGGGCAGT
CTTTGATAGCCATTATGACTACACTGTGTGTGGTGGCAAT
CTTCGAGAGCCACTATGACTACACGGTGCTGTGGGGACAAC
CTTTGACAGCCATTACGACTACACCGTGTGTGGGGGCAGT
CTTCGACAGCCACTATGACTACACTGTGTGTGGGGACAAC
CTTTGACRACCATTACGACTATACCGTGTGCGGGGGGAGT
TTTTGACAGCCATTATGACTACACCATATGTGGGGACAGT

GAGGACATGGTGTGTACCCCCAAGTCAGATGAGTTCAACC

GAAGACATGGTGTGTACTCCCAAGTCAGATGAGTTCAACC
GAGGACATGGTGTGTACCCCCAAGTCGGATGAGTTCAACT
GAAGACATGGTGTGTACTCCTAAGTCAGATGAGTTCAACC
GAGGACATGGTGTGTACCCCCAAGTCGGACGAGTTTAACC
GAAGACATGGTGTGCACCCCCAAGTCAGATGAGTTCAACC
GAGGACATGGTGTGTACCCCCAAGTCAGACGAGTTTAACC
GAGGAGATGGTGTGTACCCCCAAGTCGGATGAGTTCAACC
GAAGACATGGTGTGTACCCCCAAGTCCGATGAGTTCAACC

CCTGTGAAGACATCATGGGCTACAAGTTICCTGAGAATTGT

CCTGTGARAGACATAATGGGCTACAAGTTCCTGAGAATTGT
CCTGTGAGGACATCATGGGCTACAAGTTCCTGAGAATCGT
CCTGTGAAGACATAATGGGCTACAAGTTCCTGAGGATTGT
CCTGTGAAGATATCATGGGCTACAGGTTCCTGAGAATCGT
CCTGTGAAGACATAATGGGCTACAGGTTCCTGAGAATCGT
CCTGTGAAGATATCATGGGCTACAAGTTCCTGAGAATCGT
CCTGTGAGGACATCATGGGCTACAAGTTCCTGAGAATTGT
CGTGTGAAGACATAATGGGCTACAAGTTCCTGAGAATTGT

GGTGTGGTTTGTTAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATGTC

GGTGTGGTTTGTTAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATGTC
GGTGTGGTTTGTGAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAACGTC
GGTGTGGTTTGTTAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATGTC
GGTGTGGTTTGTCAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATATC
GGTGTGGTTCGTTAGCCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATGTC
GGTATGGTTTGTCAGTCCGATGGCTCTCCTGGGCAACGTC
GGTGTGGTTTGTGAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAACGTC
GGTGTGGTTCGTTAGTCTGCTGGCTCTCCTGGGCAATGTC

Fig 8
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ES 2732276 T3

4D7 - HC

DVOLKHSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTGY TMNWVKOSHGKNLEWIGL
INPYTGGTNYNQKFKGKAKLTVDKSSSTAFMELLSLTSEDSAVYYCARDG
NLDYWGOGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPE
PVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVA
HPASKTKVD

Fig 9

4D7 - HC

DVOLEKHSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTIGY TMNWVEKQOS HGKNLEWIG
Cebador PCR CDRI

|INPYTGGTNYNQKFKGlKAKLTVDKS SSTAFMELLSLTSEDSAVYYCAR
CDRII CDRI

NLDYWGQGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSARQTNSMVTLGCLVKGYFPE
region constante

PVTIVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVPSSTWPSETVTCNVA

HPASKTEVD
Cebador PCR

Fig 10
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ES 2732276 T3

4D7 - LC

SIVMSQSPASLAVSLGQRATISCRASETVDNYGESEFMHWEQOIPGOPPKL
LIYAASNOGSGVPARFSGSGSGTDESLNIHPMEEDDTAMYFCQOSKEVPY
TEFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNEYPKDINVYV
KWKIDGSERONGVLNSWIDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERINSYTCEA
THRTSTSPIVKSENRNEC

Fig 11

4D7 - LC

SIVMSQSPASLAVSLGQRATISdRASETVDNYGFSFMHMFQQIPGQPPKL
Cebador PCR CDRI

LIYAASNQGS|GVPARFSGSGSGTDESLNIHPMEEDDTAMYFCQOQSKEVEY
CDR I CDR I

FGGGTKLE TKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINV
region constante

KWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEA

THKTSTSPIVKSENRNEC
Cebador PCR

Fig 12
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ES 2732276 T3

16ES = lIE

DVQLVOSGPELVKPGASVEMSCKASGYSFTGYNMHWVKOSHGKSLEWIGY
IDPYNGATSYNQKFEDKATLTVDKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYYCARRW
DWDPYAMDYWGOGTSVTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTSGSSVTLGCLVE
GYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTSPAVLOSDLYTLSSSVTIVTSSTWPSQST
TCNVAHPASKTKVD

Fig 13

LeEs = HE

DVQLVOSGPELVKEKPGASVEMSCKASGY SFTIGYNMH KQSHGKSLEWIGE
Cebador PCR CDR |

[IDPYNGATSYNQKFEDKATLTVDKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYYCARRH|
CDRII

DWDPYAMDYWGQOGTSVTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTSGSSVTLGCLVK
CDR Il region constante

GYFPEPVILTWNSGSLSSGVHTSPAVLQSDLYTLSSSVIVISSTWPSQSI

TCNVAHPASKTKVD
Cebador PCR

Fig 14
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ES 2732276 T3

16Es =~ LE

DILLTOSPATILSVSPGERVSFSCRASQSIGTSTHWYQORTNGSPRLLIKY
ASESTISGIFSRFSGSGSGTDFTLTINSVESEDIADYYCQOSNRWPLTEGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNFYPKDINVEWKI
DGSERONGVINSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHENSYTCEATHKT
STSPIVKSENRNEC

Fig 15

16E5 - LC

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGTS IHMYQQRTNGSPRLLI
Cebador PCR CDR |

ASESISGIFSRESGSGSGIDETLTINSVESEDIADYYCIQOSNRWPLTEGA
CDR I CDR I

GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKI150
region constante

DGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHRTZ (00

STSPIVKSEFNRNEC
Cebador PCR

Fig 16
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ES 2732276 T3

LADZ = HE

DVOIQOSGPELVKPGASVEMSCKASGY SFTAYNMHWVKQTHGKSLEWIGY
IDPYSGATSYHOKFKGKATLTVDKSSSTAYMRLNSLTSEDSAVYYCARRW
DWDPYAMDYWGOGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVEK
GYFPESVIVTWNSGSLSSSVHTFPALLOSGLYTMSSSVTIVPSSANPSQTV
TCSVAHPASNTTVD

Fig 17

1¥Db2 — HC

DVOIQOSGPELVKPGASVEKMSCKASGY SFTIAYNMH KQTHGKSLEWIG!
Cebador PCR CDR |

|IDPYSGATSYHQKFKGKATLTVDKSSSTAYMRLNSLTSEDSAVYYCARE@
CDR I

DWDPYAMDYWGQOGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVK
CDR [ regién constante

GYFPESVTVTWNSGSLSSSVHTFPALLQSGLYTMSSSVTVPSSAWPSQTV

TCSVAHPASNTTVD
Cebador PCR

Fig 18
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ES 2732276 T3

17D2 - LC

SVEMSQSPATLSVSPGERISFSCRASQSIGTSTHWYQORTNGSPRLLIKY
ASASTSGIPSRESGSGSGTDETLSINSVESEDIADYYCQOSNSWPLTEGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCELNNEYPKDINVEKWKI
DGSERONGVLNSWITDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSY TCEATHKT
STSPIVKSENRNEC

Fig 19

19DZ2 = LC

SVEMSQSPAILSVSPGERISFSdRASQSIGTSIHMYQQRTNGSPRLLI&!
Cebador PCR CDR |

ASASIS|IGIPSRFSGSGSGTIDFTLSINSVESEDIADYYCRQOSNSWPLTFGA
CDRII CDR Il

GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKI
region constante

DGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKT

STSPIVKSEFNRNEC
Cebador PCR

Fig 20
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ES 2732276 T3

14D3 = HC

DVOMQOPGPELVKPGASLKMSCKASGYSFTGYNMHWVKOSHGKSLEWIGY
IDPYSGATSYNQKFEGKATLTVDKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYYCARRW
DWDPYAMDYWGOGTSVTVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTSGSSVTLGCLVK
GYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTEFPAVLOSDLYTLSSSVIVTSSTWPSOST
TCNVAHPASNTKVD

Fig 21

14D3 — HE

DVQMQQPGPELVKPGASLKMSCKASGYSFTIGYNMH KQSHGKSLEWIG!
Cebador PCR CDRII

|IDPYSGATSYNQKFEGWATLTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYCARE@
CDRII

DWDPYAMDYWGOGTSVTVS SAKTTAPSVYPLAPVCGDTSGSSVTLGCLVK
CDR Il region constante

GYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVISSTWPSQSI

TCNVAHPASNTKVD
Cebador PCR

Fig 22
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ES 2732276 T3

14D3 - IC

NILMTQSPAILSVSPGERVSFACRASQSIGTSIHWYQORTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRESGSGSGTDFTLSINSVESEDTADYYCQQTNRWPLTFGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCELNNEFYPKDINVEKWKI
DGSERONGVLNSWIDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKT
STSPIVKSEFNRENEC

Fig 23

14D3 - 1IC

NILMTQSPAILSVSPGERVSFACRASQSIGTS IHMYQQRTNGSPRLLI
Cebador PCR CDR |

ASESISGIPSRESGSGSGTDEFTLSINSVESEDIADYYCIQOTNRWPLTEFGA
CDR I CDR 1

GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKI
region constante

DGSERQNGVLNSWTIDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKT
STSPIVKSFNRNEC

Cebador PCR
Fig 24
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ES 2732276 T3

4D7 - HC

gacgtccagctgaagcactcaggacctgagetggtgaagectggagette
aatgaagatatcctgtaaggcttctggttactcattcactggctacacca
tgaactgggtgaagcagagccatggaaagaaccttgagtggattggactt
attaatccttacactggtggtactaactacaaccagaagttcaagggcaa
ggccaaattaactgtagacaagtcatccagcacagcecttcatggagetcc
tcagtctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagagatggt
aaccttgactactggggccaaggcaccactctcacagtectcecctcagecaa
aacgacacccceccatctgtetatceccactggeccctggatectgetgeccaaa
ctaactccatggtgaccctgggatgectggtcaagggetatttcecectgag
ccagtgacagtgacctggaactctggatccecctgteccagecggtgtgcacac
cttcccagcectgtectgcagtcectgacctectacactcectgagecagectcagtyga
ctgtccceccectecagecacctggcecccagecgagaccgtcacctgecaacgttgece
cacccagccagcaagaccaaggtcgac

Fig 25
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ES 2732276 T3

4D7 - HC

gacgtccagctgaagcactcaggacctgagetggtgaageectggagetteS0
Cebador PCR

aatgaagatatcctgtaaggcttctggttactcattcacﬂggctacaccd
CDR |

[tgaadtgggtgaagcagagccatggaaagaaccttgagtggattggalctt]

lattaatccttacactggtggtactaactacaaccagaagttcaagggdaa
CDR I

ggccaaattaactgtagacaagtcatccagcacagccttcatggagetec250

tcagtctgacatctgaggactctgecagtctattactgtgcaagagatggt
CDR I

baccttgactachggggccaaggcaccactctcacagtctcctcagccaa

aacgacacccceccatctgtetatecactggeecectggatetgetgeccaaa

region constante

ctaactccatggtgaccctgggatgecctggtcaagggectatttecetgag

ccagtgacagtgacctggaactctggatcectgtecageggtgtgecacac

cttceccagetgtectgecagtetgacctectacactetgagcagetcagtga

ctgtecceteccagecacectggeeccagegagacegtcacectgecaacgttgee

cacccagccagcaagaccaaggtcgac
Cebador PCR

Fig 26
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ES 2732276 T3

4D7 - LC

agcattgtgatgtcacagtcgccagcecttectttggetgtgtectctagggcea
gagggccaccatctcctgcagagccagcgaaactgttgataattatgget
ttagttttatgcactggttccaacagataccgggacagccacccaaacte
ctcatctatgctgcatccaaccaaggatccggggteccctgecaggtttag
tggcagtgggtctgggacagacttcagcecctcaacatccatectatggagyg
aggatgatactgcaatgtatttctgtcagcaaagtaaggaggttccgtac
acgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgggctgatgctgcacc
aactgtatccatcttcccaccatccagtgagcagttaacatctggaggtyg
cctcagtcgtgtgcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgte
aagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttyg
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcacecctea
cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggcc
actcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatga

gtgt

Fig 27
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ES 2732276 T3

4p’7 - LC

agcattgtgatgtcacagtcgeccagettetttggetgtgtectctagggeasb
Cebador PCR

gagggccaccatctcectgdagageccagegaaactgttgataattatgget]
CDR

\ttagttttatgcadtggttccaacagataccgggacagccacccaaactc

ctcatctathctgcatccaaccaaggatcchgggtccctgccaggtttag
CDR I

tggcagtgggtctgggacagacttcagectcaacatccatecctatggagg250

aggatgatactgcaatgtatttctgticagcaaagtaaggaggttccgtad]
CDR Il

ttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgggctgatgctgcacc
region constante
aactgtatcecatetteccaccatecagtgagecagttaacatetggaggtg
cctecagtegtgtgettettgaacaacttetacecccaaagacatcaatgte
aagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggegtcectgaacagttg
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctca

cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggece

actcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatga
Cebador PCR

gtgt

Fig 28
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ES 2732276 T3

.6Es = JIC

gacgtccagttggtgcaatctggacctgagctggtgaagcectggagcettce
agtgaadgatgtecctgeddgdettetqgttactcatticactggectacaaca
tgcactgggtgaagcagagccatggaaagagccttgagtggattgggtat
attgatccttacaatggtgctactagctacaaccagaaattcgaggacaa
ggccacattgactgtagacaaatcttccagcacagcctacatgcagctca
acagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagaagatgg
gactgggacccttatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcac
cgtcteoctocagecadaacaacagoceccatcggtetateccactggecectyg
tgtgtggagatacaagtggctcctcggtgactctaggatgcecctggtcaag
gateebbieseitgagecagtse t tgaceiggaactetagateretgbe
cagbggtgtgracaccttecocagetgliectgcagtctgaceictacacce
EesgeageicagigacEgiaaceicgageane Bggereagegsgieecate
acctgcaatgtggcccacccggccagcaagaccaaggtcecgac

Fig 29
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ES 2732276 T3

16E5 - HC

gacgtccagttggtgcaatctggacctgagctggtgaagecctggagecttc
Cebador PCR

agtgaagatgtcctgcaaggcttctggttactcattcact@gctacaacd
CDRI

[tgcadtgagtgaagcagagecatggaaagagecttgagtggattggatat]

lattgatccttacaatggtgctactagctacaaccagaaattcgaggacaa
CDRII

ggccacattgactgtagacaaatcttccagcacagcectacatgcagetea

acagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagaagatygg
CDR 1

|gactgggacccttatgctatggactachgggqtcaaggaacctcagtcac

cgtctcctcagecaaaacaacagecccateggtetatecactggecectg
region constante
tgtgtggagatacaagtggcteccteggtgactctaggatgectggtcaag
ggttatttececctgagecagtgacecttgacectggaactetggatecetgte
cagtggtgtgcacacctecececcagetgtecectgecagtetgacectetacacec

tcagcagctcagtgactgtaacctecgagcacctggecccagecagtccate

acctgcaatgtggcccacccggeccagcaagaccaaggtcgac
Cebador PCR

Fig 30
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ES 2732276 T3

LeEs = L

gacatcttgctgactcagtcteccagecatcotgtetgtgagtccaggaga
gagagteagtt teteetgeagggecagteagageabtggeapaagratars
actggtatcagcaaagaacaaatggttctccaaggcttctcataaagtat
gcttctgagteccatcectcectgggatattttctaggtttagtggcagtggatce
agggacagattttactcttaccatcaacagtgtggagtctgaagatattyg
cagattattactgtcaacaaagtaataggtggccgctcacgttcggaget
gggaccaagctggagctgaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccat
cttcccaccatceccagtgagcagttaacatcectggaggtgectcagtegtgt
gEtEettdadcaact gt accetddafacatcadtdticdaagtiggaacatt
gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcagga
CddCaddddregodceiecagodigagragcaccotcacgligeccaagg
acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagaca
tcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt

Fig 31

81



ES 2732276 T3

l6ES = LE

gacatcttgctgactcagtctccagccatectgtctgtgagteccaggagab0
Cebador PCR

aagagtcagtttctectgdagggccagtcagagcattggcacaagecatad|
CDR |

tggtatcagcaaagaacaaatggttctccaaggcttctcataaag

bcttctgagtccatctctbggatattttctaggtttagtggcagtggatc
CDR I

agggacagattttactcttaccatcaacagtgtggagtctgaagatattg250

cagattattactgt|caacaaagtaataggtggccgetcacgtteggaget
CDR 1

gggaccaagctggagctgaaacgggctgatgetgeaccaactgtatecatiso

region constante

ctteccaccatcecagtgagecagttaacatetggaggtgectecagtegtgt400

gcttcttgaacaacttctacceccaaagacatcaatgtcaagtggaagatt4b0

gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcaggab00

cagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcacgttgaccaaggsbs

acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagacac(0

tcaacttcaccecattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt
Cebador PCR

Fig 32
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ES 2732276 T3

D2 —~ HE

gaegtecagatecageagtecbgggeetgagetggbgaagectggagebts
agegaaga bgteebgeaagoetbeiggtbtacieabtteactgocetacaaca
Lgeactgggtgaagragacocatggasagageettgagtggattggttat
attgatccttacagtggtgctactagectaccaccagaaattcaagggcaa
ggccacattgactgttgacaaatcttceccagcacagectacatgegectea
dcageotgacatetgaggacteigeegtetattiactgigcaagaagatayg
gactgggacccttatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcac
cgtctcecctcageccaaaacaacacceccecatcagtetatecactggececetg
dgtgtogagatacaagtqgttectcecgtigactcticggatgoctggtcaag
ggetectteccigagteagtgactgigacttggaactiotggdtecotagte
CdgceEglgigcacacettcocdgotelcctgeagtiectggacieigodetd
tgagcagctcagtgactgtcccecctceccagcgecctggeccaagtcagaccgtce
acctgcagcgttgctcacccggccagcaacaccacggtcgac

Fig 33
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ES 2732276 T3

17D2 - HC

gacgtccagatccagcagtctgggectgagectggtgaagecctggagette
Cebador PCR

agtgaagatgtCctgcaaggcttctggttactcattcacﬂgcctacaacd
CDRI

[tgcadtgggtgaagcagacccatggaaagagecttgagoggattggtltat]

lattgatccttacagtggtgctactagctaccaccagaaattcaagggdaa
CDR I

ggccacattgactgttgacaaatcttccagcacagecctacatgegeectea

acagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagaagatgg

@actgggacccttatgctatggactadtggggtcaaggaacctCagtcac
CDR 1l

cgtctcctcageccaaaacaacacccecccatcagtctateccactggeececctg
region constante
ggtgtggagatacaactggttecctececgtgactetgggatgeectggtcaag
ggctacttececctgagtcagtgactgtgacttggaactetggateectgte
cagcagtgtgcacaccttcccagetectectgecagtectggactctacacta

tgagcagctcagtgactgtcececteccagegectggecaagtcagacegte

acctgcagcgttgctcacccggccagcaacaccacggtcgac
Cebador PCR

Fig 34
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ES 2732276 T3

lARDZ2 == L@

agcgttgagatgtcacagtcgccagccatcecctgtectgtgagtccaggaga
gagaatcagt ttictoeigoagggectagicagageattggeagasageatas
d@tggtatcagcddagadtaddtggttcbecaaggettcteat tadagtdt
gcttectgegtcectatectcectgggateccttccaggtttagtggecagtggate
agggacagattttactcttagcatcaacagtgtggagtctgaagatattyg
edgabtldbldctidicdaceddUidalduclggiecgCcicacyticgotgel
gggaccaagctggagctgaaacgggctgatgctgecaccaactgtatccat
cttcccaccatccagtgagcagttaacatctggaggtgecctcagtecgtgt
gcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagatt
gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcagga
Eagceaddacaegcdeclatagealgagcagoaceclcacgtligaccaagy
acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagaca
teaackbtcaceeabEgrcaagageetcaacagdeatoagLet

Fig 35
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ES 2732276 T3

17D2 - LC

agcgttgagatgtcacagtcgccagccatcctgtetgtgagtccaggaga
Cebador PCR

aagaatcagtttctectgoagggccagtcagagcattggcacaageatad
CDRI|

tggtatcagcaaagaacaaatggttctccaaggcttctcattaag

\gcttctgcgtctatctcdgggatcccttccaggtttagtggcagtggatc
CDR I

agggacagattttactcttagcatcaacagtgtggagtctgaagatattyg

cagattattactgtjcaacaaagtaatagctggccgctcacgtteggtgcet
CDR 1l

gggaccaagctggagctgaaacgggetgatgetgcaccaactgtatecat
region constante
ctteccaccateccagtgagecagttaacatetggaggtgectecagtegtgt
gcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagatt
gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcagga
cagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcacgttgaccaagg

acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagaca

tcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt
Cebador PCR

Fig 36
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ES 2732276 T3

14D3 - HC

gacgtccagatgcagcagectgggectgagetggtgaagectggagette
actaasagatgtcecctgcaaggcttectggttactcattcactggctacaaca
tgcactgggtgaagcagagccatggaaagagecttgagtggattggatat
attgatccttacagtggtgctactagctacaaccagaaattcgagggcaa
ggccacattgactgtagacaaatcttccagcacagcecctacatgcagectca
acagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagaagatgg
gactgggacccttatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcac
cgtctcocctcagcrcaaaacaacagccccecatecggtectateccactggecectyg
tgrgtggagatacaggtggeteticgagtgact ctaggatgoctggticaag
ggttatttccctgagecagtgaccttgacctggaactctggatcectgte
cagltggtgltgcacaccttcccagectgtecectgecagtetgacctctacacce
tcagcagctcagtgactgtaacctcgagcacctggecccageccagtccate
acctgcaatgtggcccacccagceccagcaacaccaaggtegac

Fig 37
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ES 2732276 T3

14D3 - HC

gacgtccagatgcagcagcctgggcctgagctggtgaagecctggagettc
Cebador PCR

actaaagatgtCctgcaaggcttctggttactcattCacﬂggctacaacd
CDRI

[tgcadtgagtgaagcagagecatggaaagagecttgagtggattyggaltat]

lattgatccttacagtggtgctactagctacaaccagaaattcgagggdaa
CDR Il

ggccacattgactgtagacaaatcttccagcacagcctacatgcagctca

acagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagalagatgg
CDR NI

bactgggacccttatgctatggactadtggggtcaaggaacctCagtcac

cogtctcctcageccaaaacaacagecccatceggtetateccactggececctg
region constante
tgtgtggagatacaagtggcteccteggtgactectaggatgectggtcaag
ggttatttccectgagecagtgaccttgacctggaactectggatcectgte
cagtggtgtgcacaccttceccagetgtectgecagtectgacectetacacece

tcagcagctcagtgactgtaacctegagcacctggececagecagteecate

acctgcaatgtggecccacccagccagcaacaccaaggtcegac
Cebador PCR

Fig 38
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ES 2732276 T3

1403 —~ LE

aacattctgatgacacagtctccagccatcttgtctgtgagtccaggaga
aagagtcagtttcgecctgcagggccagtcagagcattggcacaagcecatac
actggtatcagcaaagaacaaatggttctccaaggcttctcataaagtat
gcttectgagtctatctectgggatcecctteccaggtttagtggcagtggatce
agggacagattttactcttagcatcaacagtgtggagtctgaagatattyg
cagattattactgtcaacaaactaataggtggccgctcacgttecggtgcet
gggaccaagctggagctgaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccat
cttccecaccatccagtgagcagttaacatctggaggtgectcagtegtgt
gcttcttgaacaacttctaccceccaaagacatcaatgtcaagtggaagatt
gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcecctgaacagttggactgatcagga
cagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcacgttgaccaagg
acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagaca
tcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt

Fig 39
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ES 2732276 T3

14D3 - LC

aacattctgatgacacagtctccageccatcttgtectgtgagteccaggaga
Cebador PCR

aagagtcagtttecgectgclagggccagtcagagecattggcacaageatad]
CDR |

tggtatcagcaaagaacaaatggttctccaaggcttctcataaag

|gcttctgagtCtatctcdgggatCccttccaggtttagtggcagtggatc
CDR I

agggacagattttactcttagcatcaacagtgtggagtctgaagatattg

cagattattactgticaacaaactaataggtggccgetcacgtteggtget
CDRI

gggaccaagctggagctgaaacgggetgatgetgecaccaactgtatecat
region constante
ctteccaccatccagtgagecagttaacatectggaggtgectecagtegtgt
gcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagatt
gatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcagga
cagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcacgttgaccaagg

acgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagaca

tcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatgagtgt
Cebador PCR

Fig 40
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ES 2732276 T3

JB3 = HE

DVOLOOPGAELVKPGASVKLSCTTSGVNIKDTYMHWMKORPEQGLEWIGR
IDPANGNTKYDPKFRGKATITADTSSNTVYVQLRSLTSEDTAVYYCAYDG
YWGOGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYEFPEPVT
VIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVPSSTWPSETVTCNVAHPA
SSTKVD

Fig 41
2B3 = HE
DVQLQQPGAELVKPGASVKLSCTTSGVNIKDT YMHWMKQRPEQGLEWIGK 50
Cebador PCR CDR |
[[DPANGNTKYDPKFRGKATITADTSSNTVYVQLRSLTSEDTAVYYCAY[DG 100
CDR I CDR Il
[YWGOGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVT 150

‘region constante

VIWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPAZ200
Cebador PCR

S5TKVD 206

Fig 42
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ES 2732276 T3

BBd = LG

NIVMTQTPASLAVSLGORATISCRASESVDSYGNNEMHWYQOKPGOSPRL
LIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTTNPVEADDVATYYCOQSHKDPL
TEFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNEYPKDINV
KWKIDGSEROQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHENSYTCEA
THKTSTSPIVKSFKANEC

Fig 43

387 — LiE

NIVMTQTPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGNNFMHWYQQKPGQSPRL
Cebador PCR CDRII

LIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTTNPVEADDVATYYCIQOSHEDPL
CDR I CDR NI

!FGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINV
region constante

KWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEAZ(OO

THKTSTSPIVKSFKANEC
Cebador PCR

Fig 44
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ES 2732276 T3

SE7 = HE

DVQLKHSGPELVKPGASMKISCKASGY SFTGY TMNWVKOSHGKNLDWIGL
INPYNGGTSYDOKFKGKATLTVDKSSSTAYMELLSLTSEDSAVYYCARDG
LMDYWGQGTSVITVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPE
PVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTIVPSSTWPSETVTCNVA
HPASKTKVD

Fig 45

3C7 - HC

DVOLKHSGPELVEPGASMKISCKASGYSFTIGY TMNWVEQS HGKNLDWIG
Cebador PCR CDR |

|INPYNGGT SYDQKFKGlKATLTVDKS SSTAYMELLSLTSE DSAVYYCAR

CDR1I
LMDYWGOGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPE
CDR 11l region constante

PVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAZ00

HPASKTKVD
Cebador PCR

Fig 46
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ES 2732276 T3

30T = 1LE

DIVMTQTPASLAVSLGQRATIFCRASQSVDYNGISYMHWFQQKPGQPPKL
LIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQQSFEDPH
TFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINV
KWKIDGSERQNGVLNSWTDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEA
THKTSTSPTVKSFNRNEC

Fig 47

2CT - LE

DIVMTQTPASLAVSLGQRATIFdRASQSVDYNGISYMHWFQQKPGQPPKL

Cebador PCR CDR |
LIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCOQOSFEDPH
CDRII CDR Il

!FGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINV
regiéon constante

KWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEAZ (O

THKTSTSPIVKSENRNEC
Cebador PCR

Fig 48

94



ES 2732276 T3

28B4 - HC

DVOLOQSGTVLARPGASVRMSCKASGYSFTRYWIHWLKORPGOGLEWIGA
IFPGNRDTSYNORFKGKAEVTAVTSASTAYLDLSSLTNEDSAVYYCTRWP
YYGSIYVNFDYWGOGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCL
VKGYFPEPVTVTIWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTIVPSSTWPSE
TVTCNVAHPASSTKVD

Fig 49

2B4 - HC

DVOLOOSGTVLARPGASVRMSCKASGYSFTIRYWIH LKQRPGQGLEWIG@
Cebador PCR CDR |

HFPGNRDTSYNQRFKQKAEVTAVTSASTAYLDLSSLTNEDSAVYYCTR@]
CDRI

YYGSIYVNFDYWGQGTITLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCL
CDR I regién constante

VKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVIVPSSTWPSE2 (00

TVTCNVAHPASSTKVD
Cebador PCR

Fig 50
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ES 2732276 T3

Z2B4 - LC

DIVMTOSPLSLPVSLGDQASISCRTSONLVHRNGNTY LHWYLOKPGOSPK
LLIYKISNRFSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYEFCSQOGTHVE
PTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLNNEYPRKDIN
VEWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERINSYTCE
ATHKTSTSPIVKSEFNRNEC

Fig 51

2B4 - LC

DIVMTQOSPLSLPVSLGDQAST SC‘RT SQNLVHRNGNTYLHIWYLQKPGQS PK
Cebador PCR CDR |

LLIYKISNRESIGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCISOGTHVE
CDRIII CDR Il

FGGGTKLE IKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDIN
region constante

VKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEZ(00

ATHKTSTSPIVKSFNRNEC
Cebador PCR

Fig 52
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ES 2732276 T3

3B3 — HC

gacgtccagctccagcagcecctggagcagagcttgtgaagccaggggectce
agtcaagttgtcctgcaccacttctggcgtcadcattaaagacacectata
tgcactggatgadgCagadgectgeaacagggecctagdgiggda i tggadgg
ditgabcetgigaatgygtdatdttaad tatgacoegdddbioagaaggae
gcoaotatddedgbagdcdrdli et dacacgobotacgligeadactca
gaagcctgaceatctgaggacactgecgtctattactgtgecctatgatggt
tactggggccaagggactctggtcactgtctctgcagccaaaacgacacc
cecatectgtetatecactggecoctggatectgotacccaaactaactoca
tggtgaccctgggatgcctggtcaagggctatttccctgageccagtgaca
gkgeccbggaectcEaggabccc sgbccadcUgEgidcacatCtEeccaas
EglCctgcagEc EgaceEcFacacic tgdaeagecbecagigar g toecoE
geagract Eggeecegegngarsegicaceigoaaeg o ceRsCeREuEe
dgragoaceaaggtcgat

Fig 53
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ES 2732276 T3

3B3 — .HE

gacgtccagctccagcagectggagecagagettgtgaagecaggggecte50
Cebador PCR

agtcaagttgtcctgcaccacttcetggegtcaacattaaagacacctata
CDRI

[tgcadtggatgaagcagaggectgaacagggectggagtggattggaagg]

|attgatcctgcgaatggtaatactaaatatgacccgaaattccggggdaa
CDRII

ggccactataacagcagacacatcctccaacacggtctacgtgcaactca250

gaagcctgacatctgaggacactgccgtctattactgtgectatfgatggt]
CDR 1l

tggggccaagggactctggtcactgtct ctgcageccaaaacgacace
region constante

cccatctgtctatccactggececectggatetgetgeccaaactaactecad 00
tggtgaccetgggatgectggtcaagggectatttecetgagecagtgacadso
gtgacctggaactctggatccctgteccageggtgtgecacacctteccages500
tgtcectgcagtetgacctetacactetgagecagetcagtgactgtecect5550
ccagcacctggecccagegagaccegtecacctgecaacgttgeccacccggecoll

Cebador PCR

agcagcaccaaggtcgac

Fig 54
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ES 2732276 T3

3B3 - IC

aacattgtgatgacccaaactccagcctctttggctgtgtctctagggeca
gagggccaccatatcctgcagagccagtgaaagtgttgatagttatggea
ataattttatgcactggtaccagcagaaaccaggacagtcacccagactc
ctcatctatcgtgcatccaacctagaatctgggatccctgeccaggttcag
tggcagtgggtctaggacagacttcaccctcaccactaatectgtggagyg
ctgdtoatgtigeaacetdbtatitgicageaadgicatadggatocgete
acgttcggtgctgggaccaagctggagctgaaacgggctgatgctgcacc
aactgtatccatcttcccaccatccagtgagcagttaacatctggaggtyg
cctcagtcgtgtgcttecttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgte
ddgtggdagattcatggtattgaacgacdadatgocgtectgaacagttyg
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctea
cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggcc
actcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaaggaacatga

gtgt

Fig 55
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ES 2732276 T3

3B3 = L€

gacattgtygatgacctasdgctoccagcctctttggctgtgtetctagggecabl
Cebador PCR

gagggccaccatatcctgclagageccagtgaaagtgttgatagttatggea)
CDR |

|ataattttatgcadtggtaccagcagaaaccaggacagtcacccagactc

ctcatctatbgtgcatcoaacctagaatcthggatccctgccaggttcag
CDR I

tggcagtgggtctaggacagacttcaccctcaccactaatecctgtggagyg250

ctgatgatgttgcaacctattactgt|fcagcaaagtcataaggatccgetc]
CDR Il

acdtteggtgctgggaccaagetggagetgaaacgggetgatgetgeace
region constante
aactgtatccatctteccaccatccagtgagecagttaacatetggaggtgd 00
cctecagtegtgtgettettgaacaacttectacecccaaagacatcaatgteds0
aagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttgb00
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctcabsl

cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggecc00

actcacaagacatcaacttcaccecattgtcaagagcttcaacaggaatga6s0
Cebador PCR

gtgt

Fig 56
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ES 2732276 T3

3C7 = HC

gacgtccagetdadgeatcaggacctgadoiggtdadgectggagetitca
atgaagatatcctgcaaggcttctggttactcattcactggctacaccat
gaactgggtgaagcagagccatggaaagaaccttgagtggattggactta
ttaatccttacaatggtggtactagctacgaccagaagttcaagggcaag
gccacattaactgtagacaagtcatccagcacagcctacatggagctcecet
cagtctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagagatggcc
tgatggactactggggtcaaggaacectcagtcacecgtoctectcagccaaa
acgacacccececcatctgltetatcecactggeccecctiggatctgctgcecaaac
tasebeccatggtgacoctguga tgectadbeaagageratbtCec Lagage
cagtgacagtgacetggeaactottggatecectgiceageggbgbgoacace
tteeceRgeigteebacagtebgagstcbarasieborgeagec beagbgae
togteccetocagoagetggoecagegagacogicacotgeaaegtigece
acccggccagcaagaccaaggtcgac

Fig 57
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ES 2732276 T3

3C7 - HC

gacgtccagctgaagcatcaggacctgagctggtgaagectggagettcas0

Cebador PCR
atgaagatatcctgcaaggcttctggttactcattcactbgctacaccat| 100
CDRI
baadtggotgaagecagagecatggaaagaaccttgagtggattggalctta 150
CDRII
|ttaatccttacaatggtggtactagctacgaccagaagttCaagggcbag 200

gccacattaactgtagacaagtcatccagcacagectacatggagetect250

cagtctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgeaagalgatgged 300
CDR 1l
[tgatggactadtggggtcaaggaacctcagtcaccgtctectcagecaaa 350

region constante

acgacacccccatctgtcectatccactggececctggatetgetgeccaaac400

taactccatggtgaccctgggatgecctggtcaagggctattteecctgage4dsi

cagtgacagtgacctggaactcectggatecectgtecageggtgtgecacaces00

ttceccagetgtectgecagtetgacctetacactetgagecagetecagtgacsso

tgtccccteccagecacctggeccagegagacegtcacctgecaacgttgeeco00

acccggccagcaagaccaaggtcecgac 626
Cebador PCR

Fig 58
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ES 2732276 T3

SCT = LE

gatattgtgatgacccaaactccagettectttggetgtgtectctaggaca
gagagccactatcttctgcagagccagccagagtgtcgattataatggaa
ttagttatatgcactggttccaacagaaaccaggacagccacccaaactc
ctcatctatgctgcatccaacctagaatctgggatcecctgeccaggttecag
tggcagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatecctgtggagg
aggaagatgctgcaacctattactgtcagcaaagttttgaggatccgecac
acgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgggctgatgctgcacc
aactgtatccatcttcccaccatccagtgagcagttaacatctggaggtyg
cetcagtcgtgtgct et tgaacaactbctacceccdaadgacatcaatgta
aadtgogaagatbga bageagbgaacas edaaaggegtaebgaacagbeg
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctca
cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggcc
gclicacaagacakbecaactbcaceealtgtcasgagebttcaacaggaatga

gtgt

Fig 59
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ES 2732276 T3

3C7 - LC

gatattgegatgacecaadctccagctectttaggcegtagtcectaggdcasl
Cebador PCR

gagagccactatcttctgclagageccageccagagtgtcgattataatggaa)
CDRI

ktagttatatgcadtggttccaacagaaaccaggacagccacccaaactc

ctCatctatbotgcatcoaacctagaatctbggatccctgccaggttcag
CDR I

tggcagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcectgtggagg250

aggaagatgctgcaacctattactgtlcagcaaagttttgaggatccgcad]
CDR 1l

acqttcggaggggggaccaagetggaaataaaacgggetgatgetgeace
region constante
aactgtatccatcttecccaccatccagtgagcagttaacatectggaggtg400
cctcagtegtgtgettettgaacaacttectacececcaaagacatcaatgte4ds0
aagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagttg5b00
gactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccctecabs0

cgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggec600

actcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaatgassl
Cebador PCR

gtgt

Fig 60
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ES 2732276 T3

2B4 — .HC

gacgtccagctgcagcagtctgggactgtgctggcaaggecctggggcette
cgtgaggatgtcctgecaaggcttectggectacagetttaccaggtactgga
tagactgg ttaagdacagaggcciguacagggicagdattggattgotgst
atttttcctggaaatcgtgataccagttacaaccagaggttcaagggcaa
ggccgaagtgactgcagtcacatccgccagcactgecctacttggacctca
ghagectadrgnsatgdggacbclgegglietd i laCtgiacddgstgacot
tactatggttccatctacgttaactttgactactggggccaaggcaccac
Loctcacagtecteoctcagccaaaacgacacceocecatetgtetatccactgg
cccctggatctgctgeccaaactaactecatggtgacecctgggatgectyg
glLeaagggelatiicecigagecaglgacagligacclggdaacticlggale
celglecadgegglalgracacclicetagelglcelgcagletgacc et
acactctgagcagctcagtgactgtcceccecctceccagcacctggecccagecgag
dtcgtcactEdeaacg b goecaECCageCadgrageactaagghcdas

Fig 61

105



ES 2732276 T3

2B4 - HC

gacgtccagctgcagcagtectgggactgtgetggecaaggectggggette50
Cebador PCR

cgtgaggatgtcctgcaaggcttctggectacagetttaccaggtactgyga)l
CDR |

tggttaaaacaqaggcctqgacagggtctagaatggattggt

|atttttcctggaaatcgtgataccagttacaaccagaggttcaagggcba
CDRII

ggccgaagtgactgcagtcacatccgeccagcactgectacttggacctca2s0

gtagcctgacaaatgaggactctgeggtctattactgtacaagaltggect

ltactatggttccatctacgttaactttgactadtggggccaaggcaccac
CDR 1l

tctcacagtcteccectcagecaaaacgacacceccatetgtetatecactgg400
region constante
ccectggatectgetgeccaaactaactecatggtgacectgggatgeetgd 50
gtcaagggctatttececctgagecagtgacagtgacctggaactetggatesS00
cetgteccageggtgtgecacacetteccagetgtectgecagtetgacetet550

acactctgagcagctcagtgactgteccecctecagecacctggeccagegag6t00

accgtcacctgcaacgttgeccacccagccagcagcaccaaggtcgac
Cebadc_)r PCR

Fig 62
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ES 2732276 T3

2B4 - LC

gatattgtgatgacccagictcetctctccectgectgicagietiggaga
Lcaaguctcoatcticlitgecagaactdgtcagadectbtgtacacagtaatg
gaaacacctatttacattggtacctgcagaagccaggccagtctccaaag
ctcctgatttacaaaatttccaaccgattttctggggtcccagacaggtt
cagtggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtgg
aggctgaggatctgggagtttatttctgctctcaaggtacacatgttcct
ccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgggctgatgetge
accaartgtatccatetEcccaccalccagtgagcagttaacat chacagg
ggceteagieg bt st bagaccaact e BsoeCeadagaea e a g
gtcaagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacayg
ttggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccc
Leaeghbtgaceraggacgagbabigaacgacataacage tabagcebabgayg
gccactcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaacaggaa
tgagtgt

Fig 63
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ES 2732276 T3

2B4 - LC

gatattgtgatgacccagtctcecctctcteceocctgectgtecagtcttggagabo
Cebador PCR

tcaagcctccatctottgolagaactagtcagaaccttgtacacaggaatg
CDR |

|gaaacacctatttacadtggtacctgcagaagccaggccagtctccaaag

ctcctgatttadaaaatttccaaccgattttcdggggtcccagacaggtt
CDR I

cagtggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggz25b0

aggctgaggatctgggagtttatttetggtctcaaggtacacatgttect]
CDR 1l

ttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgggctgatgctgc
regic’)h constante
accaactgtatccatcttceccaccatccagtgagecagttaacatetggag4 00
gtgcetcagtegtgtgettettgaacaacttectacceccaaagacatcaatd 5o
gtcaagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcgtcctgaacagb00
ttggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccchbl

tcacgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgage00

gccactcacaagacatcaacttcacccattgtecaagagcttcaacaggaa6bl
Cebador PCR

tgagtgt

Fig 64
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