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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar la activacién del receptor de citocinas mediante el uso de un anticuerpo.

La presente invencioén se refiere a un procedimiento para determinar la activacion del receptor de la hormona de
crecimiento humana (hGHR) mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que se une al hGHR o hGHBP, y cuya
unién no se inhibe con la hGH soluble y que esta dirigido al epitopo conformacional situado en los subdominios
articulados I y II de la region extracelular del hGHR y es capaz de discriminar entre un hGHR activado e inactivo.

El procedimiento comprende las siguientes etapas: poner en contacto el anticuerpo monoclonal y el hGHR para
que formen un complejo, poner en contacto un ligando candidato con el complejo, medir la unién del anticuerpo al
hGHR y de este modo, discriminar ente una conformacion del hGHR activada y una inactiva.

Introduccion

Lahormona de crecimiento humana (hGH) polipeptidica de 22 kDa, esencial para un crecimiento y desarrollo nor-
males, induce una variedad de efectos biolégicos, incluido el crecimiento lineal, la lactancia, la retencién de nitrégeno,
efectos diabetogénicos y similares a los de la insulina y activacién de macréfagos (1-4). Cada uno de estos efectos se
inicia mediante la interaccién de la hGH con receptores celulares especificos. El receptor de la hGH (hGHR) pertenece
a una amplia familia de receptores de citocinas (5), en la que se incluyen los receptores de prolactina, eritropoyetina,
interleucinas (IL) 2, 4 y 6, factor estimulante de colonias de macréfagos granulocitos (GM-CSF) (6-10) y factor es-
timulante de colonias de granulocitos (G-CSF). La organizacién en tres dominios de estos receptores comprende un
dominio de unidn a ligando, extracelular y con una abundante N-glucosilacion, un tnico segmento transmembrana y
un dominio intracelular, este ultimo comparte poca identidad de secuencia en la familia (11). La region extracelular
del hGHR tiene dos subdominios, uno implicado principalmente en la unién a la hGH (subdominio I) y el otro en la
dimerizacién del hGHR (subdominio IT) (7, 8).

Fldominio extracelular de hGHR se encuentra en el suero en forma de una proteina de unién a hormonas (hGHBP)
que se une a la hGH con aproximadamente la misma afinidad y especificidad que el receptor intacto (12). La hGHBP
recombinante humana no glucosilada (13) tiene la misma afinidad de unién (Kd= 0,4 nM) (14) y especificidad por
la hGH que la proteina de unién a mamiferos. En los estudios de cristalizacién de hGH y hGHBP muestran que una
tnica molécula de hGH se une a dos moléculas de hGHBP (15). Cada molécula de hGH es divalente y contienen dos
sitios distintos de unién a la hGHBP; el sitio I es un sitio de alta afinidad y el sitio II lo es de baja afinidad. Por el
contrario, la hGHBP es monovalente, ya que usa los mismos aminodcidos para unirse al sitio I o al sitio II de la hGH.
Un exceso de hGH disocia el complejo hGH-(hGHBP), para formar un complejo monomérico. El desencadenamiento
de la respuesta bioldgica requiere la unién secuencial de la subunidad del primer receptor al sitio I de una molécula de
GH, seguido por la unién del segundo receptor al sitio II de la GH, formando el complejo GH-(GHR), (16). Ademas
de las interacciones hormona-receptor, también hay un contacto de superficie considerable entre las subunidades del
subdominio II de las regiones extracelulares de las dos moléculas de receptor. Este modelo de dimerizacion secuencial
se ha confirmado usando varios enfoques, incluidas cristalizacion, cromatografia de exclusién por tamafio, calorimetria
y ensayos de inactivacion por fluorescencia (14).

Aunque se conoce poco acerca del mecanismo de transduccion de sefial del hGHR, varias lineas de evidencia
indican que la activacién del hGHR desencadena la fosforilacién de la tirosina de la JAK2 quinasa (17) y algunos
factores de transcripcion STAT, principalmente STAT 2, STAT3 Y STATS (18-21).

Los procedimientos previos para determinar si un ligando candidato es un agonista o un antagonista de un receptor
de la hormona de crecimiento se han basado en la teoria de que se debe determinar si el ligando forma o no un complejo
de uno o dos receptores de la hormona de crecimiento. Véase el documento WO 92/21029.

Sin embargo, Hardinger y col. en J Biol Chem, 1996, vol. 271 (12) 6708-12 han encontrado que la hGH y el hGH-
G120R nativos forman complejos de tamafio similar al esperado para la hGH cuando se unen a la proteina de unién a
hGH recombinante. Ademds concluyen con “nuestros resultados indican que el antagonista de la GH hGH-G120R es
capaz de unirse, dimerizar e internalizar los GHR de forma similar a la de la hGH. Sin embargo, el complejo dimérico
formado con hGH-G120R no es funcional como en el dimero hGH:GHR. Beattie y col. en Euro. J of Biochemistry,
1996, V239, N2, 479-486 identifican anticuerpos frente a un epitopo discontinuo del dominio extracelular del GHR
bovino y la unién especifica de tales anticuerpos policlonales.

Baumgartner y col. en J of Biological Chemistry, 1994, V269, N46 (nov. 18), 29094-29101 describen que los
miembros de la familia de receptores de citocinas tienen una secuencia consenso WSXWS (motivo WS) en el dominio
extracelular y en sus estudios también describen el uso de anticuerpos monoclonales especificos de conformacién.

El documento US 5599681 describe un procedimiento para producir anticuerpo y se demuestra un procedimiento
para discriminar entre el GHR fosforilado activo y el GHR no fosforilado inactivo usando anticuerpos que son capaces
de identificar esta modificacion quimica reversible.

El documento US 5470952 describe un antagonista de IL-6, capaz de unirse a la IL-6 para formar un complejo no
funcional. Lobiet y col. en J. of Biological Chemistry, 1991, V266, N33, 22645-52 describen el uso de anticuerpos
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monoclonales frente al dominio extracelular del receptor con el tinico propésito de identificar el mecanismo de GHR
internalizado y su presencia en el nicleo celular. Ademads se ha propuesto que la GH puede regular la transcripcion de
genes especificos bien directa o bien indirectamente a través de la activacién de la quinasa C nuclear.

El documento US 5506107 describe un procedimiento para determinar si un ligando candidato es antagonista de un
ligando nativo y analiza tres anticuerpos diferentes (tres monoclonales; AcMo13E1, AcMo 263 y 3D9) con capacidad
agonista de GHR.

En el presente documento, presentamos el nuevo hallazgo de que la medicién de un cambio de conformacion del
receptor de GH es la medicién adecuada para la determinacién de si un ligando es un agonista o un antagonista del
receptor de la hormona de crecimiento.

Abreviaturas usadas

EDC/NHS Clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-hidroxisuccinimida

EIA Inmunoensayo ligado a enzimas

SBF Suero bovino fetal

GAM-PO Anticuerpo inmunoglobulina anti-ratén de cabra

G-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos

hGH Hormona de crecimiento humana

hGHBP Protefna de unién a la hormona de crecimiento humana

hGHR Receptor de la hormona de crecimiento humana

1L-2, IL-4, IL-6 Interleucinas 2,4y 6

PBS Suero salino tamponado con fosfato

PO Peroxidasa

OPD Diclorhidrato de o-fenilendiamina

RAM Anti-ratén de conejo

sc Subcutdneo

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
Invencién

Hemos desarrollado un panel de anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos del receptor de la hormona de cre-
cimiento humana, que se usan para la caracterizacién de sefiales desencadenadas por la unién de hGH. En la presente
se usé uno de ellos para caracterizar las interacciones hormona/receptor. Este anticuerpo, el GHROS, estd dirigido
contra los subdominios articulados I y II de la regién extracelular del receptor y reconoce el hGHR de la superficie
de la célula que no estd en forma de complejo. Los ensayos de union indican que el GHROS tiene una afinidad mayor
por el complejo hGH-hGHR que por el hGHR solo, lo que indica que el AcMo reconoce mejor una conformacién
del receptor inducida tras la unién del ligando. La unién del anticuerpo al receptor de la superficie celular aumenta
tras la unién del receptor a la hormona de crecimiento, pero no cuando se une a una forma mutante, \GHG120R, que
no desencadena la activacién del receptor. Por tanto, parece que la unién de la hormona de crecimiento conduce a
un cambio conformacional en el epitopo del receptor reconocido por GHROS y da lugar a la configuracién activa del
dimero, necesaria para la transduccién de sefial. Por consiguiente, parece que el anticuerpo activa las células a través
de cambios conformacionales, que son diferentes de los desencadenados por la GH.

Los ensayos de unién indican una afinidad mayor del GHROS por el complejo hGH-hGHR que por el hGHR solo,
lo que indica que el AcMo reconoce mejor una conformacién del receptor inducida tras la unién del ligando.

Usando una linea celular murina dependiente de hormona de crecimiento en la que se expresan receptores quimé-
ricos hemos encontrado que el GHRO3S se une al receptor en ausencia de hGH y produce una sefial que conduce a la
proliferacién celular, es decir a la activacion. Por ultimo, el tratamiento de células IM-9, una linea de células humanas
que expresan un hGHR funcional, con GHROS conduce a proliferacion celular mediada por la generacion de sefiales
especificas para GH, incluyendo la fosforilacion de la JAK? tirosina quinasa y la activacién de STATS.

La invencion se refiere a un procedimiento para determinar la activacion del receptor de la hormona de crecimiento
humana (hGHR) mediante el uso de la unién de un anticuerpo monoclonal al hGHR o a la hGHBP y cuya unién no
se inhibe por la accién de hGH soluble, y que esta dirigido al epitopo conformacional situado en los subdominios
articulados I y II de la regién extracelular del hGHR y es capaz de discriminar entre un hGHR activado y uno inactivo.

El procedimiento comprende las siguientes etapas: poner en contacto el anticuerpo monoclonal y el hGHR para
formar un complejo, poner en contacto un ligando candidato con el complejo, medir la unién del anticuerpo al hGHR
y de este modo discriminar entre una conformacién de GHR activada y una inactiva.
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La invencién puede usarse para seleccionar un ligando capaz de activar o inactivar el hGHR, especialmente un
agonista de la hormona de crecimiento humana (hGH) o un antagonista de la hGH.

Se podria afiadir hGH.
La invencion se define segtin las reivindicaciones adjuntas.

La unién del anticuerpo de se reivindica al GHR o ala GHBP no se inhibe con GH soluble y ¢l anticuerpo tiene la
capacidad para reconocer el GHR y la GHBP en un ensayo de inmunotransferencia de tipo western.

El anticuerpo también tiene la capacidad para reconocer, mediante citometria de flujo, todas las células que expre-
san GHR de forma natural o las células que se han sometido a transfeccién con un pldsmido que contenia el gen que
codifica el GHR. Otra capacidad es la de inmunoprecipitacion del complejo BP-GH-1125.

Mediante esta invencion es posible seleccionar compuestos con propiedades similares al GHROS.

Se desarrollé un AcMo especifico del hGHR de igual isotipo, GHR19, que reconoce el monémero y desencadena
la apoptosis.

Para analizar las consecuencias de la interaccion hGHR/hGH probamos el efecto de GHROS5 en células IM-9
que expresan hGHR y en la linea celular Ba/F3 (8/6). Estas tltimas células se generaron a partir de la linea celular
Ba/F3 pro-B murina dependiente de IL.-3 (22) sometida a transfeccién con un gen quimérico que contiene el dominio
extracitoplasmico del hGHR y el dominio intracitopldsmico de hG-CSFR; para su crecimiento in vitro requieren IL-
3 o hGH. Tras su unién al receptor y en ausencia de hormona o citocinas, el GHRO5 desencadena una sefial que
conduce a la expresion de bcl-2 y el crecimiento celular en células Ba/F3 (8/6). Ambos, el GHROS y la hGH, inducen
la proliferacién de las células IM-9 y activan la via de JAK/STST. Se ha propuesto un modelo en el que la primera
etapa en la proliferacion celular mediada por GH estd asociada con un cambio conformacional en la estructura del
receptor de la hormona de crecimiento.

Figuras
Figura 1. Caracteristicas principales del AcMo GHROS.
Figura 2. Unién de GHROS a diferentes lineas celulares que expresan hGHR.
Figura 3. Efecto de la hGH, el hGHG120R o la permeabilizacién sobre la unién del AcMo antiGHR a Ba/F3 (8/6).
Figura 4. Efecto de la hGH y el GHROS sobre la distribucién del ciclo celular de las células Ba/F3 (8/6).

Figura 5. Expresion de los genes implicados en la supervivencia o muerte celular en las células Ba/F3 (8/6) tratadas
con hGH o GHRO5.

Figura 6. Efecto del AcMo GHROS5 sobre la proliferacion de las células Ba/IF3 (8/6) e IM-9.
Figura 7. Activacion de JAK2 y STATS sobre las células IM-9 tratadas con hGH o GHROS.
Procedimientos experimentales

Proteinas, anticuerpos y lineas celulares. La GH recombinante humana de 22 K (thGH-22K, Genotropin) y la
GHBP recombinante humana se obtuvieron de Pharmacia & Upjohn (Estocolmo, Suecia). El Dr. Gunnar Norstedt
amablemente doné el hGHG120R (Centro de Biotecnologia, Karolinska Inst., Huddinge, Suecia). Las células IM-9
procedian del ATCC (Rockville, MD). Las células Ba/F3 (8/6) se generaron mediante transfeccion de células Ba/F3
con ¢l constructo quimérico hGHR/hG-CSFR y se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con IL-3 (10
U/ml) y 10% de suero bovino fetal (SBF) a 37°C en CO, al 5%. El AcMo JAK?2 antihumano procedia de Upstate
Biotechnology, Inc. (UBI, Lake Placid, NY), los AcMo STATS antihumano, c-myc antimurino y bax antimurino
procedian de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA), el AcMo bcl-2 antimurino procedia de Oncogene
Science Inc. (Cambridge, MA) y el AcMo p53 antimurino se obtuvo de Transduction Laboratories (Lexington, KY).

Preparacion de anticuerpos monoclonales. Ratones BALB/c se inmunizaron por via subcuténea (s.c.) con 10 ug
de GHBP en 0,1 ml de suero salino tamponado con fosfato (PBS) estéril y adyuvante completo de Freund (Difco,
Detroit, MI). Se inyect6 por via subcutdnea los dias 30 y 60 con 10 ug de proteina en adyuvante incompleto de Freund
y por via intraperitoneal en PBS el dia 90. Los dias -3 y -2 antes de la fusion celular se inocul6 a los ratones por via in-
travenosa 10 ug de proteina en PBS. Se fusionaron células de bazo de rat6n y/o de ganglio linfatico con la linea celular
de mieloma P3X63-Ag8.653 (CRL 1580, American Type Culture Collection, Rockville, MD) usando polietilenglicol
4000 (Merck, Darmstadt, Alemania) siguiendo protocolos estdndar (23, 24). Los sobrenadantes se sometieron a prue-
bas para detectar anticuerpos usando un inmunoensayo ligado a enzimas (EIA) y se clonaron hibridomas positivos.
Los hibridomas se cultivaron en medio RPMI 1640, 10% deSBF a 37°C en CO, al 5%. Los anticuerpos monoclonales
se produjeron en sobrenadantes de cultivo tisular y liquido ascitico murino (25) y se purificaron mediante precipita-
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cién (NH,),SO, (24). Los isotipos de los anticuerpos se determinaron mediante EIA usando antisuero especifico de
subclase marcado con peroxidasa (PO) (ICN, Irvine, CA).

Biotinilacion de proteinas. La biotinilacion de proteinas se llevo a cabo como se describe (26). Se incubé GHBP y
AcMo (0,5 mg en 0,5 ml de NaCl 150 mM, tampdn carbonato 0,1M, pH 9) con 50 ul de biotin N-hidroxisuccinimida a
1 mg/ml en dimetilsulféxido (Sigma, San Louis, MO) durante 120 minutos a temperatura ambiente. Mediante diélisis
contra PBS se eliminé la biotina libre. La proteina marcada con biotina se diluy6 a una proporcién de 1:22 con glicerol
y se almacend a -20°C.

Inmunoensayos ligados a enzimas. Se llevaron a cabo cuatro inmunoensayos ligados a enzimas (EIA) distintos que
variaban en su mecanismo de presentacion del antigeno al anticuerpo.

1. Ensayo de captacion de anticuerpos. La GHBP marcada con biotina (0,5 ug/ml en PBS, 100 ul/pocillo) se
adsorbi6 a placas de microtitulacion recubiertas con avidina (3 pg/ml) (Maxi-sorb, Nunc, Copenhague, Dinamarca)
durante 90 minutos a 37°C. Los sitios restantes de unién a proteina se bloquearon con BSA al 0,5% en PBS. Las placas
se lavaron con agua destilada y el AcMo se incubé durante 60 minutos a 37°C, seguido por un anticuerpo inmunoglo-
bulina anti-ratén de cabra marcado con PO (GAM-PO; Tago, Burlingame, CA) y diclorhidrato de o-fenilendiamina
(OPD, 4 mg/ml en tampon citrato sédico 0,15M, pH 5,0; Sigma). La reaccion se detuvo con 4dcido sulftrico 3N y la
densidad 6ptica se determiné a 492 nm.

2. Ensayo de captacion de antigenos. Los anticuerpos monoclonales se adsorbieron a la fase sélida, directamente
(3 pg/ml en PBS) o a través de un anticuerpo GAM purificado por afinidad. Después de bloquear, se incub6 GHBP
marcada con biotina (1/1000) en PBS-0,5% de BSA durante 60 minutos a 37°C, seguido por estreptavidina marcada
con PO (Sigma) durante 30 minutos a 37°C, y OPD. La reaccién se detuvo como antes.

3. Ensayo de captacion de tipo sandwich. E1 AcMo purificado (3 pg/ml en PBS) se adsorbi6 a placas de microti-
tulacién. Después de incubar durante la noche a 4°C y bloquear con BSA al 0,5%, se afiadieron diluciones de GHBP
en PBS-BSA al 0,5% y se incub6 durante 60 minutos a 37°C. Después de lavar se afiadi6 un segundo AcMo marcado
con biotina, seguido por estreptavidina-PO y OPD. La reaccién de detuvo como antes.

4. Ensayo competitivo. La GHBP (1 pg/ml en PBS) se adsorbi6 a placas de microtitulacién durante la noche a
4°C, después se bloqueé con PBS-BSA al 0,5% durante 60 minutos a 37°C. Las placas se lavaron y se afiadi6 el
AcMo biotinilado, solo o mezclado con anticuerpos competidores, y se incubd durante 90 minutos a 37°C, seguido
por estreptavidina-PO. La reaccién se detuvo como antes. Se supuso la competicién por la unién a GHBP cuando se
observé una disminucién de la sefial de mas del 40% en presencia del anticuerpo afiadido en comparacién con la que
se produjo con GHROS5 solo; es decir, los dos AcMo reconocian epitopos similares o proximales en la molécula de
GHBP.

Determinacion de los pardmetros cinéticos usando andlisis de la interaccion a tiempo real. Para determinar los
pardmetros cinéticos de la unién de AcMo a la GHBP y al complejo hGH-hGHBP se usé BIAcore®, un andlisis de
interaccion a tiempo real (Pharmacia, Uppsala, Suecia). La matriz de dextrano carboxilado CM-5 de una placa sensora
se activd con una mezcla de EDC/NHS (N-etil-N ‘-(3-dimetilaminopropilo) carbodiimidaclorhidrato/N-hidroxisucci-
nimida) (Pharmacia). A continuacién se inmovilizé la cadena ligera de la inmunoglobulina anti-ratén de conejo (35
ul a 50 pl/ml, Pharmacia) solubilizada en tampén acetato 10 mM, a pH 4,5, en la matriz a través de grupos amina
primarias en Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3,4 mM, tensioactivo P20 al 0,05%, pH 7,4 (HBS) a una velocidad
de flujo de 5 pl/min. Los grupos sin reaccionar se bloquearon con 35 ul de etanolamina-HCl, pH 8,5. Las determi-
naciones se realizaron a 25°C usando ocho concentraciones de GHBP (4-500 nM), sola o en complejo con un exceso
molar de hGH 20 veces mayor. Se inyecté GHBP o GH/GHBP en HBS a una velocidad de flujo constante de 5 pl/min
sobre el AcMo GHROS5, previamente captado por las cadenas ligeras anti-ratén de conejo inmovilizadas con dextrano.
Después de cada determinacion, la superficie se regeneré durante 3 minutos con HCI 30 mM. Las constantes cinéticas
de la velocidad (Kon y Koff) y las aparentes constantes de afinidad en equilibrio (Ka= Kon/Koff) se determinaron
usando el software de evaluacién cinética BIAlogue® (Pharmacia).

Andlisis citofluoroméirico. Las células (2 x 10°/100 ul) se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V y
se incubaron con 100 ul de etanol al 70% durante 10 minutos a 4°C para permeabilizar, o en PBS con BSA al 2% y
2% de SBF (PBSst). Después de lavar con PBSst, las células se incubaron con 1 ug/ml de hGH o PBSst durante 30
minutos a 4°C, se lavaron dos veces y se incubaron con 100 ul de sobrenadantes sin diluir durante 30 minutos a 4°C.
Las células se lavaron dos veces con PBSst, se afiadio GAM marcado con fluoresceina isotiocianato (GAM-FITC,
Southern Biotechnologies, Birmingham, AL) y se incubaron durante 30 minutos a 4°C. Las muestras se analizaron en
un citémetro de flujo EPICS XI. (Coulter Flectronics, Inc., Hialeah, FL).

Andlisis de inmunoprecipitacion, SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Western. Las células tratadas con hor-
monas o anticuerpos (2 x 10°) se lisaron en Tris-HCI 50 mM a pH 7,6, 1% de Nonidet P40®, NaC1250 mM, EDTA 0,5
mM, NaF 10 mM, pirofosfato sédico 10mM con inhibidores de proteasa durante 20 minutos a 4°C, y se centrifugaron
a 15.000 x g. Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil sulfato
sédico (SDS-PAGE) al 12,5% vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Para los andlisis de inmunotransferen-
cia de tipo Western, las membranas se bloquearon con 5% de leche seca desgrasada(singrasa) en Tris-HC1 20 mM a
pH 7,5, NaCl 150 mM (TBS) y se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpo primario en 5% de leche seca
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desgrasada-TBS. Las membranas se lavaron con Tween 20% al 0,1% en TBS-leche seca desgrasada y se incubaron
con el segundo anticuerpo marcado con PO. Después de lavar, se desarrollaron las proteinas usando el sistema ECL
(Amersham, Little Chalfont, RU). Cuando se requiri6 la recuperacion, las membranas se incubaron con Tris-HCI 62,5
mM a pH 6,8, SDS al 2%, 2-mercaptoetanol 0,1M durante 90 minutos a 60°C y se lavaron extensamente con TBS
antes de volver a bloquear y de usar la sonda.

La inmunoprecipitacion se llevé a cabo como se describe (27). Brevemente, los extractos proteicos se aclararon
previamente mediante incubacién con 20 ug de IgG anti-ratén-agarosa (Sigma) durante 60 minutos a 4°C y centri-
fugacion durante 1 minuto a 15.000 x g. Las proteinas que contenian fosfotirosina se inmunoprecipitaron con AcMo
antifosfotirosina (5 pg/muestra) (Transduction Laboratories) durante 90 minutos a 4°C, seguido por IgG anti-ratén-
agarosa. Las muestras se centrifugaron, los precipitados de agarosa se lavaron dos veces en tampdn detergente y tres
veces en Tris-HCl 50 mM a pH 7,6, se resuspendieron en tampén Laemmli y las proteinas se resolvieron mediante
electroforesis.

Ensayo de proliferacidn celular. Células Ba/F3 (8/6) (20 x 10°/ml) se lavaron con medio RPMI 1640 basal sin IL-
3. Después se afiadieron 25 ul de la suspension celular a placas de 96 pocillos y se trataron con hGH (0,001 mM-
10 mM) o AcMo en un volumen final de 100 ul durante 18 horas a 37°C. Las células IM-9 confluentes (1 x 10%/ml)
se lavaron en medio RPM 1640 sin suero y 100 ul de la suspension celular se incubaron en placas de 96 pocillos en
presencia de hGH o AcMo durante 8 horas a 37°C. Para medir la sintesis de ADN, se afiadi6 1 uCi/pocillo de timidina
*[H] (Amersham) (5 Ci/mmol), se incubé durante 6 horas a 37°C en CO? al 5%. Se recogieron las células, se lavaron
en filtros de fibra de vidrio y se cuantificé la captacién de timidina [*H] mediante contaje de centelleo liquido.

Andlisis del ciclo celular. La etapa del ciclo celular se valoré mediante el contenido de ADN de la células usando
marcaje con yoduro de propidio y andlisis de citometria de flujo. Brevemente, las células subconfluentes se lavaron
tres veces en medio RPMI-SBF al 10% sin IL-3 (medio basal), se sembraron en placas a 3 x 10° células/pocillo en
placas de 24 pocillos (Nunc®) y se trataron con hGH (10 pg/ml) o AcMo (1ug/ml), hasta llegar a un volumen final de
1 ml. Después de una incubacién de 24 horas a 37°C en CO, al 5%, las células se centrifugaron 10 minutos a200x gy
se resuspendieron en 100 ul de PBS. Las células se permeabilizaron y se marcé el ADN mediante la adicién de 100 ul
de detergente seguido por una solucién de 1,2 ml de yoduro de propidio (reactivos de Coulter DNA-Prep®). Después
de agitar en un vortex, las muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos y se analizaron en un citémetro EPICS-
XL® (Coulter).

Resultados

Caracterizacion del anticuerpo anti receptor de la hormona de crecimiento. Mediante el uso de hGHBP recom-
binante derivada de E. coli como inmundgeno, hemos generado una serie de AcMo, uno de los cuales (GHROS) se
caracteriz6 méas adelante. El GHROS es una IgM, anticuerpo k especifico del receptor de la hGH, con una Ka de 2,5
6 6 x 10° M !segiin se ha medido en BIAcore® usando GHBH o complejo GH/GHBP, respectivamente. E1 BIAcore®
mide las interacciones a tiempo real y, por tanto, determina la asociacién entre GHRO5 y GHBP o GH/GHBP sin que
se observen diferencias apreciables (1,7 x 10° y 3,2 x 10° M! 57!, respectivamente) (figuras 1A, B). Sin embargo, el
GHRO5 se disocia menos rapido de la GHBP (2,6 x 107*s7!) de lo que lo hace del complejo GH/GHBP (1,2 x 107 s71).
Por tanto, este anticuerpo se une a GHBP y al complejo con una K, similar, aunque los datos de disociacién indican
que el complejo GHRO5/GHBP es mas estable que el formado por GHRO5/GH/GHBP.

Dado que una caracteristica de los receptores de citocinas es su fuerte glucosilacion y el uso ultimo de GHROS era
el estudio del GHR, hemos probado su reconocimiento en GHBP derivado de CHO. En ensayos EIA de captacion de
antigenos, GHROS5 reconoce la GHBP, esté o no glucosilada (figura 1C). El reconocimiento también fue evidente en
los ensayos EIA de captacién de anticuerpos, transferencia western, inmunoprecipitacién e interacciones especificas a
tiempo real usando GHROS acoplado a una matriz de dextrano o en fase liquida (no se muestra).

Para determinar la regioén del hGHR reconocida por GHROS, se disefiaron tres ensayos diferentes en funcién de la
capacidad de este AcMo para unirse de forma simultdnea o competir por la unién de GHBP con otros AcMo antiGHR
que reconocen epitopos secuenciales o conformacionales. Estos ensayos incluyen un EIA de tipo sdndwich, un EIA
competitivo y un ensayo de adicién en BIAcore®. Los datos proporcionan informacién acerca de los AcMo que se
unen de forma simultdnea a una Unica molécula de GHBP, los que se unen a epitopos superpuestos o idénticos y,
usando hGH, aquellos con interacciones que interfieren o que no interfieren con el sitio de unién al ligando. Con estos
ensayos, se determiné que el epitopo reconocido por GHROS residia en la zona articulada entre los subdominios I 'y II
del dominio extracelular del receptor. Este epitopo no forma parte del sitio de unién a hGH.

Hemos valorado la reactividad de GHROS5 con el hGHR expresado en la superficie de dos lineas celulares diferen-
tes. Hemos probado la IM-9, una linea de células B humanas que expresa un hGHR funcional (28) segiin muestra su
capacidad para responder a hGH intensificando la proliferacién celular (29), la produccién de IgG (30) y el influjo de
[Ca**])i (31). También hemos usado la linea de células B murinas dependiente de IL.-3 Ba/F3 (22) que han sufrido una
transfeccién con un gen quimérico que contiene el dominio extracitopldsmico del hGHR y el dominio intracitoplas-
mico del receptor del factor estimulador de colonias de granulocitos humanos (Ba/F3 (8/6). Aunque tanto las células
de tipo salvaje como las que se han sometido a transfeccién crecen en presencia de IL-3 exdgena, solo las células
sometidas a transfeccion proliferan en presencia de hGH (32), GHROS reconoce hGHR en ambas lineas celulares, IM-
9 y Ba/F3 (8/6), ya que se observé un desplazamiento significativo de la fluorescencia (15%) en la citometria de flujo,
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mientras que no se observo unién en las células Ba/F3 sin transfeccionar (figura 2).

El anticuerpo GHROS5 reconoce un epitopo de activacion en el receptor de la hormona de crecimiento. Parece
que la dimerizacién del hGHR es esencial para una correcta transmision de la sefial. Para evaluar la capacidad del
GHROS para reconocer el complejo dimérico hGH-(hGHR),, se estudié la unién de varios AcMo a las células Ba/F3
(8/6) previamente tratadas con concentraciones de hGH saturantes (0,45 x 107 M). La unién de GHRO5 al receptor
en forma de complejo aumenta, mientras que la unién de otro AcMo no se ve afectada (AcMo 263) o disminuida
(GHR25) (figuras 3A, B, C). Parece que estos fenémenos no se deben a la estabilizacién de la unién de los AcMo
al complejo hGH/hGHR, al menos en términos de afinidad, ya que las mediciones den BIAcore® muestran que el
GHROS tiene una Ka aparente similar para tanto la hGHBP como para el complejo hGH/hGHBP (figuras 1A, B).

La unién de GHROS al hGHR aumenta de forma espectacular cuando las células se han permeabilizado previa-
mente (Figura 3E). Este fenémeno es especifico de GHROS, ya que este AcMo se une al 100% de las células tras la
permeabilizacién, que no es el caso para el AcMo especifico para otros dominios del hGHR (figura 3F). Este aumen-
to no se puede atribuir a la internalizacién del complejo hGH/hGHR, ya que el experimento se realiz6 en ausencia
de hGHm ni al patrén de glucosilacién del receptor, ya que la glucosilacién no alteré el reconocimiento del GHROS
(figura 1C). Por tanto, el incremento de la unién puede deberse a una exposicion mejorada del epitopo de unién de

GHRO5.

Para analizar la posible relacién entre el incremento de la unién de GHR95 y el cambio conformacional del receptor
inducido por hGH, se emple6 un mutante de hGH (hGHG120R) que es capaz de unirse al hGHR pero no de formar el
complejo hGH-(hGHR),activo. El hGHG120R tiene una mutacién Gly120> Arg que afecta al segundo sitio de unién
de la GH, lo que impide la correcta dimerizacién del receptor y la posterior induccién de la proliferacion (33). Se ha
mostrado que esta molécula actda como antagonista del GH tanto in vitro (13, 16, 34) como in vivo (34). A diferencia
de la hGH, la presencia de hGHG120R no modifica la unién de GHROS al receptor (figura 3D), 1o que nos ha permitido
concluir que GHRO35 reconoce mejor un epitopo que se ve expuesto en el complejo activo del receptor, pero no en el
inactivo.

GHRO5 sefializa a través del hGHR e induce la proliferacion celular. Como se ha mostrado anteriormente, el
GHROS5 se une a las células que expresan hGHR en ausencia de ligando. Para estudiar la significacién bioldgica de
esta unién hemos estudiado el estado del ciclo celular en células Ba/F3 (8/6) dependientes de hGH tratadas con hGH,
GHRO5 o GHR 19, un AcMo especifico de hGHR y de igual isotipo. Después de 24 horas, se analiz6 la distribucién del
ciclo celular mediante citometria de flujo. Las células tratadas con hGH crecian de forma subconfluente, mientras que
las células tratadas con GHR 19 mostraban un incremento marcado de la subpoblacién en la fase sub-Gy, indicativo de
apoptosis. Sin embargo, cuando las células se trataron con GHROS, la proporcién de apoptosis fue significativamente
inferior a la de las células tratadas con GHR 19, mientras que la proporcién de células en proliferacién aument6 (figura
4). Esto indica que la unién de GHROS induce una sefial del tipo de la de GH.

El efecto de supervivencia celular desencadenado por GHROS se caracterizé mas adelante mediante el estudio
de la expresion de las protefnas de control de la supervivencia celular bel-2 (35), bax, p53, asi como de c-mye,
cuya expresion desregulada conduce a ciertas células a la apoptosis después de que se vena privadas del factor de
crecimiento. Fl tratamiento con hGH o GHROS de las células produce la expresion de bcl-2 mientras se impide la
induccién de bax, pS3 y c-myc, que se expresan tras el tratamiento con oros AcMo antihGHR (figura 5).

Para valorar mds el efecto proliferativo inducido por la unién de GHRO5, medimos la incorporacién de timidina
[*H] inducida por hGH y GHRO5 a las células Ba/F3 (8/6). E1 GHROS5 induce una proliferacién celular significati-
vamente mayor (25%) que un AcMo control (8%, equivalente a la anterior) (figura 6A). El maximo nivel de incor-
poracién de timidina [*H] inducido por GHROS5 es equivalente al estimulado por hGH 4 pM. Por tanto, la unién de
GHROS5 al GHR estimula sefiales especificas responsables de la induccion del crecimiento celular. Dado que el epitopo
reconocido por GHROS se modifica cuando la hGH se une al receptor, hemos probado si la unién del anticuerpo en
presencia de hGH tiene un efecto sinérgico o aditivo sobre la proliferacion celular. No se observaron diferencias en la
proliferacién cuando las células se incubaron de forma simultdnea con GHROS5 y hGH (datos no mostrados).

Dado que las células Ba/F3 (8/6) son células respondedoras a GH que se han generado de forma artificial, los
resultados se validaron usando la linea celular humana IM-9, que expresa el hGHR de longitud total. Tanto GHROS5
como hGH estimulan la proliferacién de células IM-9 (figura 6B). Para verificar la especificidad de la sefializacion de
GHROS, las células IM-9 se trataron con hGH y GHROS y se determind el estado de fosforilacion de la tirosina de
JKA2 y STATS. En ambos tratamientos se observé el mismo patrén de expresion de JAK2 y STATS, lo que indica un
comportamiento agonista de GHROS (figura 7). Por tanto, hemos concluido que GHROS desencadena la activacion y
proliferacién celular de tipo GH tras la unién a hGHR.

Andlisis

Usando thGHBP derivada de E. coli como inmundgeno, hemos obtenido el AcMo especifico de hGHR GHROS.
La caracterizacién exacta de su reactividad mediante el uso de la regién extracelular soluble del receptor (GHBP) y la
unién competitiva con otros AcMo antiGHR permite establecer el mapa del epitopo reconocido por este AcMo en la
region articulada entre los subdominios de GHR I (dominio de unién) y II (dominio de dimerizacién). Este epitopo no
estd relacionado con las secuencias implicadas en la unién de GH al receptor (15). Estos datos se correlacionan bien
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con el hecho de que este AcMo reconoce tanto GHBP como GHR formando complejo con GH. Sin embargo, se han
puesto de manifiesto algunas diferencias interesantes cuando se compara el comportamiento del AcMo con GH/GHBP
o con los complejos GH/GHR.

La unién de GHROS al hGHR de la membrana celular aumenta tras la activacién de hGH, segun se ha determinado
mediante andlisis de citometria de flujo con células que expresan el hGHR nativo o una forma hGHR7hG-CSFR
quimérica. Su afinidad por la forma soluble del receptor, GHBP, es similar al la que tiene por el complejo GH/GHBP,
lo que indica que el epitopo reconocido por GHROS5 no se altera por la unién de GH en condiciones saturantes. Cuando
se analizan las constantes de asociacion y de disociacion, la unién de GHROS al complejo GH/GHBP parece menos
estable que su unién a la GHBP sola. En cada uno de estos ensayos las caracteristicas son diferentes, ya que el flujo
continuo en el BIAcore® permite la medicién de la asociacién y la disociacion a una inica molécula de GHBP, mientras
que la medicién de la unién a células intactas en la citometria de flujo permite el equilibrio con varias moléculas de
GHR. Sin embargo, los datos sugieren que la conformacion del dominio extracelular de GHR varia considerablemente
en funcién de si estd en fase liquida (GHBP) o unido a la membrana (hGHR nativo 0 hGHR/hG-CSFR quimérico).
Por consiguiente, los modelos que usan GHBP para caracterizar las interacciones GH/GHR deben interpretarse con
precaucion.

Para determinar si estos cambios conformacionales del receptor inducidos por la unién de GH estdn relacionados
con la sefializacion, estudiamos si hGHG120R induce o no cambios similares. Dado que este mutante carece de sitio
de unién 2 para hGH, no puede inducir la dimerizacién funcional del receptor y, por tanto, actia como antagonista
de hGH (13, 16, 34). Como también se ha descrito para células FDC-P1 sometidas a transfeccién con un hibrido del
dominio extracelular de hGHR unido a los dominios intracelular y transmembrana del GM-CSFR murino (16), no
puede inducir la proliferacién de las células Ba/F3 (8/6) o IM-9 (34, 36). Esto se atribuy6 en un principio a la ausencia
de la formacién del complejo hGH-(hGHR), “activo”, pero datos recientes muestran que hGHG120R dimeriza e
internaliza el GHR como lo hace la GH (37). La unién de GHRO5 no aumenta en las células Ba/F3 (8/6) incubadas
con hGHGI120R, al contrario de su comportamiento con hGH nativa. Por tanto, la mayor cantidad de unién de este
AcMo se debe a la exposicion del epitopo del receptor tras la dimerizacién con hGH y GHROS5 si reconoce una
conformacién activa de GHR necesaria para la transduccién de sefial) en respuesta a la hormona de crecimiento. Por
tanto, la conformacién de hGHR difiere dependiendo de si estd en forma de complejo con hGH o con hGHG120R, y
su alteracion es suficiente como para justificar las diferencias de sefializacion observadas entre estos dos ligandos. Se
ha probado que GHROS5 es un instrumento extremadamente titil para la discriminacién y caracterizacién de la forma
activada del receptor.

Dado que GHROS reconoce la conformacioén activa de hGHR 'y el epitopo reconocido es sensible a la conforma-
cién e importante para la transduccion de la sefial, hemos probado si GHROS actia sobre la sefializacion a través
del receptor en ausencia de hGH. Hemos usado una linea celular dependiente de hGH sometida a transfeccién que
prolifera en presencia de hGH o cuando se trata con GHROS. La proporcién de proliferacién inducida por GHROS
se correlaciona con la proporcién de células que expresan el epitopo activo reconocido por el anticuerpo. La unién
de hGH y GHROS5 con el hGHR se correlaciona con la expresion de genes que controlan la supervivencia celular
y el ciclo celular, ya que ambos tratamientos inducen sefiales que conducen a la expresion de bcl-2, una proteina
implicada en el rescate de la apoptosis. Ademds, bax, p53 y c-myc, expresados durante la apoptosis, se detectan cuan-
do las células se tratar con el AcMo irrelevante, pero no en presencia de hGH o GHROS. Por tanto, el crecimiento
celular estimulado por GHROS es un proceso especifico desencadenado por la unién especifica de este AcMo a la
zona articulada entre los dominios I y II del hGHR, que no es el caso del AcMo que se une a otros epitopos de
hGHR.

Aunque son dependientes de hGH, las células Ba/F3 (8/6) expresan un receptor de hGH quimérico cuyo dominio
intracelular corresponde al del receptor de hG-CSF. GHROS5 también induce crecimiento cuando se usan células que
expresan €l hGHR de longitud total, tal como células IM-9. El crecimiento de las células IM-9 es independiente de
hGH, aunque responde a hGH mediante fosforilacién de la tirosina de JAK2 (36), produccién de inmunoglobulina y
proliferacion en ciertas condiciones experimentales (30). GHROS5 también genera sefiales especificas para GH en las
células IM-9, ya que simula la activacién inducida por hGH de la via de JAK/STAT.

Nuestros resultados son compatibles con un modelo en el que el hGHR se transporta a la membrana como una
Unica cadena que, tras su expresion en la superficie de la célula, se agrega o asocia con otras proteinas. En tal complejo
se dificulta el reconocimiento de GHROS de la secuencia de aminodcidos de la regién articulada entre los dominios
I y II. Después de la unién a hGH, el hGHR sufre una transicién a una etapa activa; esta etapa se distingue por
una conformacién modificada que el anticuerpo reconoce. Esta conformacién activa desencadena una via de trans-
duccién que implica la fosforilacién de motivos de tirosina especificos en el dominio citopldsmico de hGHR, asi
como la induccién de factores de transcripcion especificos que conducen a la proliferacion celular. En cada célula,
una fraccion de células o una fraccion del hGHR estd en la conformacion activa y. Por tanto, sujeta al reconoci-
miento por el anticuerpo. Estos cambios diferenciales de conformacion o de la accesibilidad del dominio pueden
ser importantes en el reconocimiento fisico y la asociacién del dominio intracitopldsmico del hGHR con las JAK
tirosina quinasas o en su interaccién con los STAT adecuados. La caracterizacién de este estado “activo” podria
asi ser importante para una comprension mas clara de las vias de sefializacion desencadenadas por la hormona de
crecimiento.
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Leyendas de las figuras
Figura 1
Caracteristicas principales del AcMo GHR0O5

A, Superposicion de seis sensorigramas que muestran la unién de hGHBP por GHROS. Las concentraciones de
hGHBP (que varfan de 4-500 nM) en un volumen de 30 ul se pasaron secuencialmente sobre la célula de flujo y en
el sensorigrama la asociacién se controlé como unidades de resonancia (UR). Después de la inyeccién de hGHBP, se
continud con el flujo del tampén y se midi6 la disociacidn. El histograma representa en tiempo del ensayo en segundos
(eje x) frente a la respuesta relativa en UR (eje y). Las flechas indican la inyeccién del AcMo GHRO5 (1), hGHBP
(2) y tamp6n (3). Sustituyendo el complejo hGH/hGHBP por hGHBP se obtuvo una figura similar. B, valores de la
concentraciéon de hGHBP o del complejo hGH-hGHBP (eje x) frente al valor de la constante de disociacién (ks) para
cada condicién (eje y). La pendiente de regresion corresponde a la constante de disociacién verdadera; se llevo a cabo
un célculo similar para la constante de disociacién. C, reconocimiento de hGHBP glucosilado o no glucosilado por
parte de GHROS en un EIA de tipo sandwich usando AcMo 263 como anticuerpo de captacién. El grafico representa
la fuente de hGHBP (gje x) frente a la DOy, ,,0btenida por GHROS5 como un porcentaje de la sefial méxima (eje y).
Los datos representan las medias de determinaciones por triplicado, con la DE indicada.

Figura 2
Union de GHROS a diferentes lineas celulares que expresan hGHR

Se marcaron células Ba/F3, Ba/F3 (8/6) e IM-9 en crecimiento exponencial con GHROS. Los histogramas muestran
el marcaje con GHROS (eje x, linea continua) frente al nimero de células (eje y), en comparaciéon con un AcMo
irrelevante de igual isotipo (linea discontinua).

Figura 3
Efecto de hGH, hGHGI20R o permeabilizacion sobre la union del AcMo antiGHR a las células Ba/F3 (8/6)

Las células Ba/F3 (8/6) en crecimiento exponencial se marcaron con GHROS5 (A, Dy E), GHR25 (B y F) o AcMo
263 ©. Las gréficas superiores muestran el efecto de la incubacién previa con hGH (10 pg/ml) (-----) sobre la unién del
AcMo (A, By C). La grafica D muestra el efecto de la incubacién previa con hGHG120R (- - - - ) o hGH (------- ) sobre
la unién de GHROS. Las gréficas E y IF muestran el efecto de la permeabilizacion con etanol (-------- ) sobre la unién
del AcMo antiGHR en comparacién con la de las células intactas ( ). Los histogramas muestran el marcaje
con AcMo antiGHR (eje x) frente al nimero de células (eje y). En cada gréfica, las lineas discontinuas representan el
marcaje de un AcMo irrelevante de igual isotipo.

Figura 4
Efecto de la hGH y el GHROS sobre la distribucion del ciclo celular de las células Ba/F3 (8/6)

Las células Ba/F3 (8/6) se expusieron a los estimulos indicados durante 24 horas en medio basal sin hGH o IL-3 y
se determind la distribucién del ciclo celular mediante marcaje con yoduro de propidio y citofluorometria de flujo. Se
cultivaron células quiescentes en condiciones de crecimiento exponencial en 10 ug/ml de hGH, 1 pg/ml de GHROS o
1 ug/ml del AcMo control de igual isotipo GHR19. Los histogramas muestran el contenido relativo en ADN (eje x)
frente al niimero de células (eje y). Los recuadros indican el porcentaje de células que se encuentra en cada fase del
ciclo celular.

Figura 5

Expresion de genes implicados en la supervivencia o muerte celular en células Ba/F3 (8/6) tratadas con hGH o con
GHRO5

Células Ba/F3/8/6) privadas de citocinas se incubaron durante 20 horas a 37°C con hGH (10 ug/ml, carril 1),
GHROS5 (1 pg/ml, carril 2) o GHR19 (AcMo control de igual isotipo, 1 pg/ml, carril 3). La figura muestra los lisados
totales de 10 x 10° sometidas a electroforesis, transferidas y sometidas a inmunotransferencia con A, AcMo bcl-2 anti-
ratén, B, AcMo p53 anti-ratén, C, AcMo c-myc anti-ratén y D, AcMo bax anti-raton.

Figura 6
Efecto del AcMo GHROS sobre la proliferacion de células Ba/F3 (8/6) e IM-9 Grdfica superior

La proliferaciéon de células Ba/F3 (8/6) en presencia de hGH (500 nM) o GHROS5 (1 ug/ml) se determinacién
mediante la incorporacién de timidina [*H] en el ADN. Las células cultivadas en ausencia de citocinas se incubaron
durante 20 horas a 37°C en placas de 96 pocillos de fondo plano con hG11, GHRO5 o GHR25 como control. La

timidina [*H] se afiadi6 durante 6 horas y las células se recogieron en filtros de fibra de vidrio. Griéfica inferior, la
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proliferacién de células IM-9 en presencia de hGH (500 nM) o GHRO5 (100 ng/ml) se determiné después de 8 horas
a 37°C mediante la incorporacién de timidina [*H] como antes. Se presentan los resultados de los tres experimentos
realizados por cuadriplicado y se indican las DE. Los histogramas muestran el tratamiento de las células (eje x) frente
a la incorporacién de timidina [*H] en cpm (eje y).
Figura 7
Activacion de JAK2 y STATS en células IM-9 tratadas con hGH o GHRO5
Durante 5 minutos a 37°C se incubaron células IM-9 privadas de suero con hGH (500 nM, grafica superior) o

GHRO5 (100 ng(ml, grafica inferior). La figura muestra los inmunoprecipitados de fosfotirosina de 10 x 10° células (+,
células tratadas durante 5 minutos; - células sin tratar), inmunotransferencia con AcMo JAK?2 antihumano (izquierda)
o AcMo STATS (derecha).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la activacion del receptor de la hormona de crecimiento humana (hGHR), me-
diante el uso de un anticuerpo monoclonal que se une al hGHR o a la hGHBP y cuya unién no se inhibe con la hGH
soluble, y que estd dirigido al epitopo conformacional situado en los subdominios articulados I y II de la regién ex-
tracelular del hGHR y es capaz de discriminar entre un hGHR activado e inactivo, comprendiendo el procedimiento
las siguientes etapas: poner en contacto el anticuerpo monoclonal y el hGHR para que formen un complejo, poner en
contacto un ligando candidato con el complejo, medir la unién del anticuerpo al hGHR y de este modo discriminar
entre una conformacién del hGHR activada y una inactiva.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que la region extracelular del hGHR es la proteina de unién a la
hormona de crecimiento humano (hGHBP).

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2 para seleccionar un ligando capaz de la activacién o la inactivacion
del hGHR.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3 para seleccionar un agonista de la hormona de crecimiento humana
(hGH) o un antagonista de hGH.

5. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que se afiade hGH.

12



ES 2224 367 T3

= 1200+ é

1000+

800

600 -

400

200
0-

-200 NN LA I LA SN DL I N R S

0 200 400 600 BOO 1000 1200 1400 1600 1800

TIEMPO (s)

<}

<o—=

RESPUESTA RELATIVA

FIG. 1A

13



5.5e-3 7

4.5e-3 -

Ks
- 1

3.5e-3 4

2.5e-3 1

ES 2224 367 T3

0.018 -

0.017 1

Ks

0.016 4

0.015 -

40-7

" 8e-7 1206 1.66-6
(GHBP) M

2e-6

2e-7

T b T

" 407  6e7 Be7

(GH-GHBP) M

Fig. 1B

1e-6



N &
\E
E

| | _ I _ | _ I _ _ _
0000000
222222

1 -~




ES 2224 367 T3

19

100 1ees
GHROS P

-
%
2 ';.l.nsl‘""'"“"!'.
-
-
L
[ E ®
e
[, &
]
=3
F e
F v
; }
'«
>
o
=
=d
®
m
{8
S~
N
-]
8% ’

oY
—>

T
198

10
GHROS

Ba/F3

Y

Lr iy o9 s= .
Nuamero relativo de células

FIG. 2

16



ES 2224 367 T3

“ .
-
l -
: I
-
-
=3
<
3 s
_._,.m\\"“' -
nasre s tET -
. b33 oy
¥ A% o
[0y { 3ddad -~
:}’.‘,‘ " . e -
i
EC] 1} Ty ez e
-
= =
E .
-
.
-
w3
o ¥
i~ 4
oo
&

< b
-
"#
-
-
bl
wn
. =
A -
=
&
-
-
co1 oy ™ .2 .

Namero relativo de células

Fig. 3

17

g e s

rratiergaar |
R A -

R At
1969

iee

GHR2S

"
-
- &
T
-
Sﬂ
-
A
—_— —_ . :
ss €9 zr Tz a
~~
—

Ll R R ]

&

i

ke

|
2

Tt

3,_

.4 -

cey L 24 ] 32 L]
Namero relativo de células

bE 1

GHRO5

1

1008
-




ES 2224 367 T3

%861 S

%96 W/TO

%91y 1D

%L'6C 1D QNS
TRAJd

%081 S

8L WO

%9'LE ‘1D

%T'Le 1D QNS
TdHD

%L 81 S
%0'T1 WO
%8TS 1D

%ELL 1D QNS
TOIHD

BEVE S

%961 ‘WD

%LOY ‘1D

%S9 ‘1D qnS.
HOU

PE8T NQVopopiusjuo) @

28T NAV Spopiusjuoy €

1 1 1 F.i}l

28T NAV op oplusjuo) @

l_Jd 1 i : I 3 ) : |

e

TAdA

20T NQV 8p oplusjuc) 2]

HOY

Numero relativo de células

Nuamero relativo de células

4

FIG.

18



ES 2224 367 T3

XBY e s 0f — G
. w— (f
— QP
99  ne NS thz;u
w— GO
L Y
NI ODIN
a o)
€ £ (4 1
| T AR
— 1 0c —— a—— T-]0q
PRRSSE | |4
[+ ] J—
— O
d ——p Ju— .
* — % aB&E — «
ONIN CDIN

Fig. 5

19



Incorporacién de de timidina [3H] (cpm)

ES 2224 367 T3

Ba/F3 (8/6)

Fig. 6

20

iM-9

A s %’/;
i .




ES 2224 367 T3

hGH

3

STATS5

- e AN Smm G D — S S G S — — —

STATS

GHRO05
Mr(K)

Fig. 7

21



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description
	Abstract

